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GEF   Factor   d e   inte rc ambio   d e   nucle ótidos   d e   g u a n in a   Guanine nucleotide Exchange Factors 
GFP   Prote ína   v e r d e   fluorescente   Green Fluorescent Protein 
GPCR  Receptor   acopla do   a   la   proteína   G   G Protein‐coupled Receptor 
GRAF   Regulador   d e   GTPasa   a s o c i a d o   con   la   q u i n a s a   d e  
a d h e s i ó n   focal   p125 FAK  
GTPase regulator associated with the 
focal adhesion kinase p125FAK 
GST  G lutation ‐S‐ t r a n s f e r a s a    
GTP  G u a n o s ín   trifosfato   Guanosine triphosphate  
GWAS   Estudio   d e   asociación   d e l   g e n o ma   comple to   Genome‐wide association study 
HRG  H e r e g ulina    
HRP  Pe roxidas a   d e   r áb a n o   Horseradish peroxidase  
HWE   Equilibr io   d e  Hardy‐Weinberg   
INS  G e n   de l   precursor   d e   la   insulina    
JNK   Q u i n a s a   N ‐ t e r m in a l   d e   J u n   c‐Jun N‐terminal kinase 
LCC  Citotoxina   d e  Clostridium   Large clostridium cytotoxins 
LPA  Ácido   lisofosfatídico   Lysophosphatidic acid 
mAChR1   Receptor   d e   ace til colina   muscarínico  1  Muscarinic acetylcholine receptor 1 
MG  M e n i n g i o m a    
mRNA   RNA   m e n s a je r o    
NA  N o   analizado    
NADPH  Nicotinamida   a d e n i n a   d i n u c l e ó t i d o   f o s f a t o    Nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate
NES  Señal   d e   exportación   n u c l e a r   Nuclear export signal 
NFAT   Factor   n u c l e a r   d e   cé lulas  T  activadas   Nuclear factor of activated T‐cell 
NF κ B   Factor   n u c l e a r  κB  Nuclear factor kappa‐light‐chain‐
enhancer of activated B cells 
NGF   Factor   d e   cre cim ie nto   n e u r o n a l   Nerve growth factor 
NLS  Señal   d e   localiza ción   n u c l e a r   Nuclear localization signal 
nPCK   PCK   n o v e l    
NR2A  Subunida d  2A de l   receptor   N MDA   N MDA  [N‐methyl‐D‐aspartate] 
receptor subunit 2A
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N‐ t e r m i n a l   Extremo   a m i n o    
OMS  Organización   m u n d i a l   d e   la   salud    
PA  Ácido   fosfatídico   Phosphatidic acid 
PAK   Q u i n a s a   activadora   d e   p21   p21‐activated Protein Kinase  
p b   Pare s   d e   b as e s    
PKC   Prote ína   q u i n a s a  C  Protein kinase C 
PKD   Prote ína   q u i n a s a  D  Protein kinase D 
PLC  F o s f o l i p a s a  C  Phospholipase C 
PMA  Forbol  12‐ miristato  13 ‐ acetato   Phorbol 12‐myristate 13‐acetate 
PreRNA   RNA   i n m a d u r o    
PS  Fosfatidilse rina   Phosphatidylserine 
PtdIns   Fosfatidilinosito l    
Rac   Prote ína   s u s t i t u t a   d e   la   toxina   botulíni ca  C3  
relacionada   con  Ras  
Ras‐related C3 botulium toxin 
RasGRP   Prote ína   liberadora   d e   g u a n in a  de  Ras   Ras guanine releasing‐protein 
RBD   Dominio   d e   unión   a  Rac   Rac‐binding domain 
RFLP   Análisis   d e   polimorfismos   p o r   long itud   d e   los  
f r a g m e n t o s  d e   re s tricc ión
Restriction Fragment Lenght 
Polymorphism
Rho   Familia   d e   g e n es   homólogos   d e  Ras   Ras homolog gene family 
ROS  Radicale s   s u p e r ó x i d o   Reactive oxygen species 
RQ   Cantidade s   r e l a tiv a s   Relative quantities 
RT‐PCR  PCR   d e  Transcripción  Invers a   Reverse transcription polymerase chain 
reaction
SDF ‐ 1 α  Factor   d e r i v a d o   d e   las   cé lulas   d el   e s t r o m a ‐1α  Human stromal cell‐derived factor 1α  
SFK   Q u i n a s a   d e   la   familia   d e  Src   Src‐family kinase 
SH2  Dominio  SH2   h o m ó l o g o   d e  Src   Src Homology 2 
SMD  Síndrome   mie lodisplásico    
SNC  Sistema   nervioso   ce ntral    
SNP  Polimo rfismo   d e   nucle ótido   simple   Single nucleotide polymorphism 
SRF   Factores   d e   transcripci ón   d e   r e sp u e s t a   a  s u e r o   Serum response factor  
SPLB   Tampón   d e   carga   d e   proteínas  sol u b l e s   Soluble protein loading buffer 
TBP   Prote ína   d e   unión   a   la   caja  TATA  Tata box‐Binding Protein 
TCR  Receptor   d e   cé lulas  T  T‐cell receptor 
TEAA  Acetato   d e   trieti lamonio   Triethylammonium acetate  
Tmp21   Prote ína   t r a n s m e m b r a n a  21  Transmembrane Trafficking protein, 21 
Kda
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I. CONCEPTOS GENERALES. 
Los   genes  CHN1  y  CHN2  c o d i f i ca n   l a s   p r o te í na s   de   l a   f a m i l i a   de   l a s   q u i m e r i n a s ,  
p r o t e í n a s   GAP   ( GTPase‐activating  Proteins)   i m p l i c a d a s   en   el   c o n t r o l   del   e s t a d o   de  
a c t i v a c i ó n   de   la   GTPasa  Rac.     P o r   ini ci o   a l t e r n a t i v o   de   la   t r a n s cr i p c i ó n   d e   e s t o s   genes   s e  
g e n e r a n   4   tr ánscritos   ( F i g .   1):   α1‐  y   α2‐quimeri nas   a   p a r t i r   del   gen   CHN1  y   β1‐  y   β2‐
quimeri nas   p o r   transcripci ó n   del   gen   CHN2 .     Las   cua tr o   i s o f o rm a s   tienen   un   dominio  
catalíti co   GAP   y   un   dominio  C1  de   u n i ó n   a  DAG   (diacilgli cerol)   y   l a s   i so f o r ma s  α2‐  y  β2‐
quimeri nas  ti enen,  a d e m á s ,  un  domi nio  SH2  e n  e l  e xt r emo  amino   t e r m i n a l .   
 
 
 
Las   funcione s   b i o l ó g i c a s   de   l a s   q u i m er i n a s   d e s c r i t a s   h a s t a   el   m o m e n to   e s t á n  
v i n c u l a d a s   a   s u   activida d   c o m o   r e g u l a d o r e s   n e g a t i v o s   de  Rac.  Rac   es   uno   d e   l o s   m i e mb r o s  
de   l a s  Rho   GTPasas   que,   a  s u   vez,   constituyen   un   sub grupo   de   la   superfamilia   d e   p r o t e í n a s  
Ras.  La   f a m i l i a   de   l a s  Rho   GTPasas   s e   div ide   en   s e i s   s u b f a m i l i a s:   la   s u b f a m i l i a  Rho ,   que  
incluye   a   RhoA,   RhoB   y   RhoC;   la   s u b f a m i l i a   Rac,   c o n   4   c o m p o n e n t e s ,   Rac1,   Rac1b  
( g e n e r a d a   p o r   p r o c e s a m i e n t o   a l t e r n a t i v o   del   gen  RAC1 ),  Rac2,  Rac3   y  RhoG;   la   s u b f a m i l i a  
Cdc42 ,   formada   p o r  Cdc42,   s u   v a r i a n t e   o r i g i n a d a   p o r   p r o c e s a m i e n t o   a l t e r n a t i v o   G25K   y  
l a s   p r o t e í n a s   TC10,   TCL,   Chp/Wrch ‐2  y   Wrch ‐1;   la   s u b f a m i l i a   Rnd,   co n s t i t u i d a   p o r   l a s  
p r o t e í n a s  Rnd1,  Rnd2   y  Rho3/Rnd3;   la   s u b f a m i l i a  RhoBTB ,   c o n   l a s   p r o t e í n a s  RhoBTB  1,  2  y  
3 ;   y   la   r e c i e n t e m e n t e   d e s cr i ta   s u b f a m i l i a  Miro .  Además   existen   o t r a s   tres   p r o t e í n a s   que  
Figura   1 :   Estructu ra   y   localización   c rom os ó m ic a   d e   lo s   cuatro   tránscritos  
generados   a  partir   d e   inicio  alternativo  d e  l o s  CHN1  y  CHN2 hu manos.   
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p e r t e n e c e n   a   esta   f a m i l i a   p e r o   que   a ún   no   h a n   podi do   s e r   c l a s i f i c a d a s   dentro   de   nin guna  
de  e s t a s  s u b f a m i l i a s:  RhoD,  Rif  y  TTF/RhoH 1 (Fi g.  2).  
 
 
 
 
Las  Rho   GTPasas   s e   encuentran   p r e s e n t e s   en   t o d o s   l o s   e u c a r i o t a s   y   a c t ú a n   como  
“ i n t e r r u p t o r e s    m o l e c u l a r e s ” ,   ciclando   e ntr e   u n   e s t a d o   a c t i v o   cuan do   e s t á n   uni das   a   GTP  
y   un   e s t a d o   i n a c t i v o   cua n do   e s t á n   uni das   a   GDP 2.  El   c o n tr o l   de   este   ci clo   es   el   p r i n c i p a l  
mecanis mo   d e   r e g u l a ci ó n   de   e s t a s   GTPasas   y   está   c o n t r o l a d o   p o r   tres   c l a s e s   de   p r o t e í n a s  
r e g u l a d o r a s:   l o s   GEFs   ( Guanine  nucleotide  Exchange  Factors),   que   e s t i m u l a n   el  
interca mbio   de   GDP   p o r   GTP   p r o m o v i en d o   el   p a s o   de   la   GTPasa   a   s u   c o n f o r m a c i ó n  
a c t i v a 3 ,   l a s  GAPs   q ue   esti mulan   la   cap a cidad   i ntr íns eca   de   h i d r ó l i s i s   del   GTP,   l o   que   l l e v a   a  
la   f o r m a c i ó n   de   u na   mo lécula   i n a c t i v a   unida   a   GDP 4   y   l o s   GDIs   ( GDP‐dissociation 
Inhibitors),   r e g u l a d o r e s   n e g a t i v o s   de   l a s   p r o t e í n a s  Rho   GTPasas   que   a c t ú a n   u ni é n d o s e   a  
l a s   GTPasas   en   s u   e s t a d o   ina c t i v o   y   bloqueando   el   a c c e s o   de   l o s   GEFs   y   la   a s o c i a c i ó n   de  
l a s  GTPasas  a  l a s  me mbran a s 5  ( F i g .  3 ).  
Figura   2:  Distribu ci ó n   d e   la   familia   d e   prot eínas  Rho,   qu e   in c luye   s eis   subfamilias:   Rho,   Rac,  
Cdc42,  Rnd,  RhoBTB   y  Miro;   y   tres   p r o t e í nas   s i n   c l a s if i c as ,  TTF   (RhoH),  RhoD   y  Rif   (RhoF).   ( F i gu r a  
m o d i f i c a d a   d e  Ellenbroek   y  Collard,  2007 4 ).   
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e n t i d a d e s   a s o c i a d a s   a   a l ter a c i o n e s   en   l a s   Rho   GTPasas   s e   encuentran   enf e rmedades  
n e u r o d e g e n e r a t i v a s   como   la   e s c l e r o s i s   l a t e r a l   a m i o t r ó f i c a 12,   s í n d r o m e s   a s o c i a d o s   c o n   el  
r e t r a s o   m e n t a l ,   a l t e r a c i o n e s   c a r d i o v a s c u l a r e s 13,14 ,   in munodefi cie ncias   como   e l   s í n d r o m e  
de   def icie nci a   de  Rac2 15 ‐17   o   el   s í n d r o m e   de   W i s k o t t ‐Aldrich  18 ,   inf eccion es   b a c t e r i a n a s 19,20  
y   el   cánc er 1.  Las   a l t e r a c i o n e s   causante s   de   e s t a s   enfermedades   puede n   a p a r e c e r   a   n i v e l  
de   l a s  Rho   GTPasas ,   de   s u s   p r o t e í n a s   r e g u l a d o r a s   o   de   s u s   e f e ct o r e s .  El   estudi o   r e a l i z a d o  
en   esta   t e s i s   d o c t o r a l   s e   cen tra   e n   d e ter mi na r   la s   a l t e r a c i o n e s   en   el   ge n   CHN2  que  
puedan  con tr ibuir  a   e s t a d o s  a n ó m a l o s  de  a c t i v a c i ó n  d e  la   GTPasa  Rac.   
II. La  GTPasa  Rac.  
La   GTPasa  Rac1   fue   o r i g i n a l m e n t e   d e s c r i t a   como   un a   proteína   de   la   s u p e r f a m i l i a  
Ras   s u s t i t u t a   de   la   toxina   botulíni ca  C3   ( Ras‐related C3 botulium toxin ) 21.   P e r t e n e c e   a   la  
f a m i l i a   Rho   GTPasa   y   presenta   una   g r a n   h o m o l o g í a   c o n   o t r a s   p r o t e í n a s   de   s u   f a m i l ia  
como  RhoA   y  Cdc42,   c o n   una   alta   c o n s e r v a c i ó n   d e   l o s   a m i n o á c i d o s   n e c e s a r i o s   p a r a   la  
u n i ó n  e  h i d r ó l i s i s  del   GTP 22.   
Rac1   i n t e r a c c i o n a   c o n   ef ectores   espe cíficos   a   tra v és   de   un   d o minio   e f e c t o r  
GTPasa.  La   especifici dad   en   la   i n t e r a c c i ó n   da   l u g a r   a   la   a c t i v a c i ó n   de   m ú l ti p l e s   c a s c a d a s  
de   s e ñ a l i z a c i ó n   implicada s   en   diversos   p r o c e s o s   f is i o l ó g i c o s .   Además   d e   Rac1,   e x i s t e n  
o t r o s   m i e m b r o s   de   la   s u b f a m i l i a  Rac   c o n   una   alta   h o m o l o g í a   entre   e l l o s .  Rac1,  Rac2   y  
Rac3   ti ene   una   s i m i l i t u d   de   s e c u e n c i a   de   a p r o x i m a d a m e n te   el   8 8 % .   Se   d i f e r e n c i a n  
f u n d a m e n t a l m e n t e   e n   15   r e s i d u o s   de   la   zo na   C‐termi n al,   denomin a da   r e g i ó n  
h i p e r v a r i a b l e   (Fig.   4).  Todos   los   m i e m b r o s   de   la   s u b f a m i l i a  Rac   e s t i m u l a n   la   f o r m a c i ó n   de  
l a m e l i p o d i o s   y  o n d u l a c i o n es  de   mem br a na 23 .  
 
 
 
 
Figura   4 :   Representación   es qu em át ic a   de   la   s e cu en c i a   d e   Rac1.   La   región   hipervariable   es   la  
s e c u e nc i a   en   la   q u e   más   difieren   las   isoformas   d e  Rac   (1,  2  y   3)  
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Mien tras   qu e   la   e x p r e s i ó n   de   Rac1   es   ubicua,   Rac2   a p a r e c e   s ó l o   en   células  
h e m a t o p o y é t i c a s ,   donde   p a r e ce   tener   f unciones   e s p ec í f i c a s 21.  Los   r a t o n e s  knock‐out  de  
Rac1   s o n   letales   a   n i v e l   e m b r i o n a r i o 24 ,   m i e n t r a s   que   l o s   de   Rac2   tiene n   un   d e s a r r o l l o  
n o r m a l   p e r o   p r e s e n t a n   d e f e c t o s   en   l a s   células   h em a t o p o y é t i c a s 25 .   Mu cho s   de   e s o s  
d e f e c t o s   s o n   posiblemen te   c a u s a d o s   p o r q u e   Rac2   a c t i v a   específica men te   la   o x i d a s a  
NADPH 26,27   y   genera   radica les   s u p e r ó x i d o 28 .  Cuando   s e   combina n   l a s   deficien cias   en  Rac1  
y  Rac2   en   cél ulas   h e m a t o p o y é t i c a s ,   s e   o b s e r v a   que   lo s   d e f e c t o s   g e n e r a d o s   p o r   a m b a s   s e  
enfatizan,   p e r o   también   s e   p o n e   d e   manifiesto   lo s   diferentes   papeles   qu e   e s t a s   d o s  
GTPasas  t i e n e n  e n  e s t a s   c é l u l a s 15 .  
La   e x p r e s i ó n   de  Rac3   es   alta   en   c e r e b r o ,   p e r o   también   a p a r e c e   s o b r e e x p r e s a da  
b a j o   e s t i m u l a c i ó n   p o r   s u e r o   en   f i b r o b l a s t o s 29 .  Rac3   s e   l o c a l i z a   en   la   membrana   c o n   una  
m a y o r   prese ncia   que  Rac1 30 .  Esta   p r o t e í n a   s e   ha   en contrado   h i p e r a cti v a da   e n   cán cer   de  
mama 30 ,   y   el   gen  Rac3  e s t á   cercano   a   u na   r e g i ó n   c r o m o s ó m i c a   de l   c r o m o s o m a  17   que   s e  
deleciona  f r e cu e n t e m e n t e  en   cán cer  d e  mama 31 ,  lo  q ue  p ue de  d e s r e g u l a r  s u   e x p r e s i ó n .  
Existe   una   v a r i a n t e   de   Rac1,   Rac1b ,   generada   p o r   inserci ó n   de   un   e xó n  
a l t e r n a t i v o ,   que   codifica  19   n u e v o s   residuos   en   la   r e g i ó n  switch II  de   la   r e g i ó n  C‐t e r m i n a l  
de   la   p r o t e í n a .  Rac1b   s e   e x p r e s a   pred ominante me nte   en   cán ce r   de   mama   y   c o l o n 32,33 .  
Esta   proteí na   presenta   un   incremento   e n   el   i nter ca m bio   de   l o s   nu cleótidos   d e   guanina   y  
tambié n   pres enta   una   d i s mi n u c i ó n   de   l a   a c t i v i d a d   GTPasa 34,35 ,   a l   no   s e r   c a p a z   de   u n i r s e   a  
l o s   GDIs   a p a r e c e   c o n   m á s   f r e c u e n c i a   e n   la   me mbra na   p l a s m á t i c a 35 .  Estas   característi cas  
hacen   q ue  Rac1b   s e   c o m po r t e ,   en   ge neral,   como   un  Rac1   con s titutivam ent e   a c t i v a d o ,  
p e r o   c o n   a l g u n a s   p r o p i e d a d e s   de   s e ñ a l i z a c i ó n   difer enciales   tales   como   que   n o   es   c a p a z  
de   a c t i v a r   J N K ,   aunq ue   c o n s e r v a   la   capacida d   p a r a   a c t i v a r   el   f a c t o r   de   tr anscripción  
NF κB35 .  Debido   a   s u   diferencia   en   la   u n i ó n   a   e f e c t o r e s ,   presentando   una   a f i n i d a d   muy  
reduci da  p o r   la  s e r i n a / t r e o n i n a  q u i n a s a   PAK 34,35 .  
La   proteína  Rac1   interacci o na   c o n   e f e c t o r e s   e s p e c í f i c o s   a   t r a v é s   de   d o m i n i o s   que  
c o o r d i n a n   la   a c t i v a c i ó n   de   múltipl es   c a s c a d a s   de   s e ñ a l i z a c i ó n   qu e   influyen   en   d i v e r s o s  
p r o c e s o s   f i s i o l ó g i c o s .   El   primer   e f e ct o r   de   Rac1   descrito   fue   la   f a m i l i a   de   q u i n a s a s  
a c t i v a d o r a s   de   p21   (PAK).  PAK   s e   un e   a  Rac1   c u a n d o   este   está   a c t i v o ,   es   deci r,   unido   a  
GTP,   estim ul a ndo   p o t e n t e m e n t e   la   a c t i v i d a d   q u i n a s a   de   PAK,   lo   que   c o n d u c e   a  
m o d i f i c a c i o n e s   en   el   citos quele to,   la   a d h e s i ó n   y   la   t r a n s c r i p c i ó n 36,37 .  La   s e ñ a l   de  Rac1,   a  
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t r a v é s   de   PAK,   estimula   l a   a c t i v i d a d   q u i n a s a   de   J N K   (Q uinasas   N ‐t e r m i n a l   de   Jun ) 38 ,  
situando   a  Rac1   e n t r e   H ‐Ras   y   MEKK   en   la   c a s c a d a   de   s e ñ a l i z a c i ó n   que   une   l a   a c t i v a c i ó n  
l o s   r e c e p t o r e s   del   f a c t o r   de   cre cimie nto   c o n   v ‐Src   a   t r a v é s   de   la   a c t i v a c i ó n   de   JNK .  
Además,  Rac1   a   t r a v é s   de   PAK   puede   i n f l u i r   en   la   a c t i v i d a d   t r a n s m e m b r a n a   gua nilil   ciclasa  
y   en   la   p r o d u c c i ó n   d e l   segun do   m e ns a j e r o   cG MP 39   y   ejer ce   d e   m e di a do r a   en   la  
s e ñ a l i z a c i ó n   de   W n t   r egul ada   p o r   JNK   a l   f a c t o r   de   t r a n s c r i p c i ó n  TCF 40 .  Se   ha   d e m o s t r a d o  
que  Rac1   ta mbién   influy e   en   la   s e ñ a l i z a c i ó n   n ucl e a r   a   t r a v é s   de   l o s   efector es   MLK  2/3,  
que,  s e   ha  v i s to ,  a c t i v a n   la   ruta  J N K 41,42 .  
La   s e ñ a l   de  Rac1   pue de   s e r   i m p o r t a n t e   en   la   t r a n s f o r m a c i ó n   celul a r   a   t r a v é s   d e   la  
m o d u l a c i ó n   d e   la   a p o p t o s i s   y   la   m a q u i n a r i a   del   ciclo   c e l u l a r .  Rac1   regula   positiv a mente   la  
t r a n s c r i p c i ó n   de   l o s   g e n e s   r e g u l a d o s   p o r   p r o m o to r e s   depe n dientes   del   f a c t o r   de  
t r a n s c r i p c i ó n   NF κB43   y   f a c i l i t a   la   a c t i v a c i ó n   depe ndie nte   d e   la   f o s f a t i d i l i n o s i t o l ‐ 3 P   q u i n a s a  
de   la   quinas a   AKT   s e r i n a / t r e o n i n a 44 ‐ 47 ;   de   e s e   mo do,   permite   la   s u p e r v i v e n c i a   de   l a s  
células   t r a n s f o r m a d a s .  Rac1   tambi én   puede   i nf luir   en   la   t r a n s f o r m a c i ó n   a   t r a v é s   de   la  
r e g u l a c i ó n   d e   la   cicli na  D1,   una   proteí na   del   ci clo   c e l u l a r   s o b r e e x p r e s a d a   en   cáncer 3 8,48 .  
P o r   consiguiente,  Rac1   e s   un   compon ente   críti co   de   una   c o m pl e j a   r e d   de   s e ñ a l i z a c i ó n  
que,  dir ecta   o  indire ctam ente,  i mpa ct a  en   una  a m p l i a  s e l e c c i ó n   de  s e ñ a l e s   c e l u l a r e s .  
II.1.  FUNCIONES  DE RAC1.  
La   proteína  Rac   intervie ne   en   m u l ti t u d   d e   p r o c e s o s   c e l u l a r e s ,   actua ndo   en   l u g a r e s  
e s p e c í f i c o s   en   r u t a s   d e   s e ñ a l i z a c i ó n   m uy   c o m pl e j a s ,   en   p a r a l e l o   c o n   o t r a s   p r o te í n a s  Rho,  
de   m a n e r a   a g o n i s t a   o   a nt a g o n i s t a   según   el   m o m e n t o .   P a r a   poder   r e a l i z a r   t o d a s   e s t a s  
funciones   d e   m a n e r a   esp ecífica   y   r e f i n a d a ,  Rac   es tá   regulada   p o r   una   g r a n   cantida d   de  
p r o t e í n a s   GEFs,   GAPs   y   GDIs,   a d e m á s   de   p o r   s u   u n i ó n   d i f e r e n ci a l   a   un   alto   número   de  
e f e c t o r e s .   
Los   m i e m b r o s   de   la   subfamilia  Rac   i n t e r v i e n e n   en   múlti ples   r e s p u e s t a s   celul a res  
como   la   m o d u l a c i ó n   d e   c a m b i o s   c i t o s q u e l é t ic o s ,   la   e s tim u l a c i ó n   d e   c a m b i o s  
t r a n s c r i p c i o n a l e s ,   la   p r o g res i ó n   del   cicl o   c e l u l a r ,   la   m o r f o g é n e s i s   y   la   d i f e r e n c i a c i ó n   de   l a s  
c é l u l a s .   Se   e n c a r g a n ,   a d e m á s ,   de   r e g u l a r   r e s p u e s t a s   b i o l ó g i c a s   e s pecíficas   d e  
deter minado s   t i p o s   c e l u l a r e s ,   como   la   p r o d u c c i ó n   de   r a d i c a l e s   libres   en   n e u t r ó f i l o s ,   la  
f a g o c i t o s i s   de   m a c r ó f a g o s ,   el   crecimie nto   a x o n a l   de   l a s   n e u r o n a s   o   la   f o r ma c i ó n   de   l a  
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s i n a p s i s   i n m u n e   en   l i n f o c i t o s  T49 .  Se   ha   o b s e r v a d o   también   la   i mpl icación   d e   l a s   p r o t e í n a s  
de   la   s u b f a m i l i a   Rac   e n   d i v e r s o s   p ro c e s o s   p a t o l ó g i c o s ,   lo   que   hace   m á s   relevante   el  
conocimi ento  de  s u  f u n c i ó n  y  re gulació n.  
II.1.a. Regulación de la polimerización el citosqueleto de actina. 
A  t r a v é s   de   u n   e s t u d i o   s o b r e   f i b r o b l a s t o s   q u i e s c e n t e s  Swiss3T3 ,   s e   describió 23   la  
implica ción   d e  Rac1   en   la   r e g u l a c i ó n   de   la   f o r m a c i ó n   de   l a s   p r o t r u s i o n e s   r i c a s   e n   F ‐a c t i n a  
o   l a m e l i p o d i o s ,   a s í   como   de   l a s   o n d u l a c i o n e s   d e   me mbrana .   P o s t e r i o r m e n t e   s e   ha  
o b s e r v a d o   la   i m p l i ca c i ó n   de   la   s u b f a m i l i a  Rac   en   d i v e r s o s   p r o c e s o s   r e l a c i o n a d o s   c o n   el  
citosquel eto   de   a c t i n a   t a l es   como   la   f a g o c i t o s i s ,   activando   l o s   c a m b i o s   citos quelé ticos  
n e c e s a r i o s   p a r a   la   internalización   d e   p a r t í c u l a s 50,51 ;   la   p i n o c i t o s i s ,   estimulando   l a  
f o r m a c i ó n   de   v e s í c u l a s   m a c r o p i n o c í t i c a s   dependi ente   del   cito squeleto   de   actina 23 ;   la  
m o r f o g é n e s i s  de   d i s t i n t o s  t i p o s  celulares 52 ‐ 55 ;  y   m i g r a c i ó n  cel ular 44,5 6 .  
Un   eje mplo   d e   c o n t r o l   de   l a   m o r f o g é n e s i s   p o r   p a r t e   de   la   s u b f a m i l i a   de   p r o t e ín a  
Rac   es   la   r e g u l a c i ó n   del   cre cimie nto   del   a xó n   d e   l a s   n e u r o n a s 52,53 .   El   co ntrol   de   la  
m o r f o l o g í a   mediado   p o r   la   a c t i v i d a d   de  Rac   s o b r e   el   ci tosquel eto   de   a c t i n a   tambié n   s e  
o b s e r v a   en   la   f o r m a c i ó n   y   e s t a b i l i z a ci ó n   de   f o t o r r e c e p t o r e s   de   Drosophila57   o   en   l a  
diferen ciació n  a   células   ca rdiacas  e s p e c i a l i z a d a s  de  c é l u l a s  p r e cu r s o r a s 58 .  
La   GTPasa  Rac   t a m b i é n   i n t e r v i e n e   en   la   m i g r a c i ó n   c e l u l a r .  Este   p r o ce s o   s e   inicia  
c o n   la   f o r m a c i ó n   de   u n   l a m e l i p o d i o ,   u na   exte nsa   p r o t r u s i ó n   que   contie ne   una   amplia   r e d  
de   f i l a m e n t o s   de   a ctina   r a mif ica do s ,   que   s e   e n c u e n t r a   e n   el   f r ente   de   a v a n c e   de   l a s  
c é l u l a s .   La   f o r m a   a c t i v a   de   Rac   s e   e ncue ntr a   co ncen trada   e n   este   f r e n t e   de   a v a n c e  
e s t i m u l a n d o  l a  p o l i m e r i z a c i ó n  de  a cti na   y ,  a d e m á s ,  in hibien do  la  d e s p o l i m e r i z a c i ó n 56 .  
II.1.b. Regulación de la transcripción. 
Rac1   está   implica da   en   la   r e g u l a c i ó n   de   la   t r a n s c r i p c i ó n   g é nica .   Mo du la   la  
t r a n s c r i p c i ó n   de   genes   a   t r a v é s   de   la   a c t i v a c i ó n   de   N F kB,   JNK   y   MAPK,   que   indu cen   la  
a c t i v a c i ó n   d e l   f a c t o r   de   t r a n s c r i p c i ó n   AP ‐150 .   Estos   f a c t o r e s   de   t r a n s c r i p c i ó n   pued en  
r e g u l a r   la   e x p r e s i ó n   de   p r o t e í n a s   que   c o n t r o l a n   la   p r o g r e s i ó n   del   ciclo   celul a r,   como   la  
Ciclina  D1  y   c ‐My c,   ind uci endo   la   p r o g r e s i ó n   de   la   f a s e   G1   a   la   f a s e  S59,60 .  En   células  T,  
  
Página
30
 
  Introducción   
Rac1   está   i m p l i c a d o   en   la   e s t i m u l a c i ó n   del   f a c t o r   nu clear   de   célul a s  T  a c t i v a d a s   (NFAT)   a  
t r a v é s   del   f a c t o r   de   t r a n s c r i p c i ó n  AP ‐1.  Este   p r o c e s o   es   crítico   e n   la   p r o g r e s i ó n   del   ci cl o  
celular  y  la  e x p a n s i ó n  c l o n a l  de  l o s  l i n f o c i t o s  a n t í g e n o ‐específicos   c o r r e c t o s 61 .  
II.1.c. Otras funciones. 
Además   de   s u   papel   en   l o s   p r o c e s o s   a n t e r i o r m e n t e   d e s c r i t o s ,   l a s   p r o t e í n a s  Rac  
p o s e e n  f u n c i o n e s  r e g u l a d o r a s  e s p e c í f i c a s .  
Rac1   p a r t i ci p a   en   la   g e n e r a c i ó n   de   r a d i c a l e s   super ó xido   que   r e g u l a n   f u n c i o n e s  
como   la   a c t i v a c i ó n   de   f a c t o r e s   de   transcripción,   p r o l i f e r a c i ó n ,   t r a n s f o r m a c i ó n ,   apo pto s is   y  
r e s p u e s t a   in mune   i n n a t a   celular 62 .  En   células   f a g o c í t i c a s ,  Rac1   a c t i v a   a l   c o m p l e j o   NADPH  
o x i d a s a ,   promoviendo   la   g e n e r a c i ó n   de   r a d i c a l e s   s u p e r ó x i d o   que   a c t ú a n   como  
m e c a n i s mo s   de   d e f e n s a   frente   a   m i c r o o r g a n i s m o s 63 .   En   f i b r o b l a s t o s   q u i e s c e n t e s ,   la  
m i t o g é n es i s  c e l u l a r  está  r e gulada  p o r  Rac1,  a  t r a v é s   de  la   g e n e r a c i ó n  de  ROS62 .   
N u m e r o s o s   e s t u d i o s   apun tan   a   que   d i v e r s a s  Rho   GTPasas   e s t á n   imp l i c a da s   en   el  
t r a n s p o r t e   d e   v e s í c u l a s .   En   el   c a s o   d e   Rac1,   m u t a n t e s   de   e s t e   gen   const i tutivame nte  
a c t i v o s   inhib en   la   e n d o c i t o s i s   mediada   p o r   clatrina 64 .  La   inhib ició n   s e   l l e v a   a   c a b o   a   t r a v é s  
de   la   v í a   de   la   s y n a p t o j a n i n a2,   una   f o s f a t i d i l i n o s i t o l   f o s f a t a s a   que   indu ce   u n  
desrecubrimi ento   de   l a s   v e s í c u l a s   de   c l a t r i n a ,   p r o b a b l e m e n t e   e l i m i n a n d o   el   s u s t r a t o  
P t dIns(4,5 ) P2
6 5 .  Rac1   p a r e c e   ten er   r e l a c i ó n   tambié n   c o n   la   e n d o c i t o s i s   indepen diente   de  
c l a t r i n a ,   p r o b a b l e m e n t e   a   t r a v é s   de   la   familia   de   p r o t e í n a s  ARF   GTPasas ,   r e g u l a d o r a s   de  
la  dinámi ca  d e  la  m e mbr a na 66 .  
II.2. ENFERMEDADES  CAUSADAS POR ALTERACIONES EN LA RUTA DE RAC. 
El   amplio   es pectro   d e   p r o c e s o s   celula res   regulado s   p o r   la   proteína  Rac   e x p l i c a  
que   la   d e s r e g u l a c i ó n   de   esta   v í a ,   tanto   p o r   s o b r e a c t i v a c i ó n   como   p o r   i n a c t i v a c i ó n ,   o r i g i n e  
la   a p a r i c i ó n   de   d i v e r s a s   a l ter a c i o n e s   qu e   puede n   a p a r e c e r   a   n i v e l   de   l a s  Rho   GTPasas ,   de  
s u s   proteína s   r e g u l a d o r a s   GEFs   y   GAPs,   de   s u s   e f ecto r es   o   d e   o t r a s   p r o t e í n a s   que  
i n t e r v e n g a n   indirectame n te   en   la   r u t a .   Las   a l t e r ac i o n e s   m á s   c o n o c i d a s   e n   esta   v í a  
d e s e n c a d e n a n   en   la   a p a r i c i ó n   y   d e s a r r o l l o   de   t u m o r i g é n e s i s ,   p e r o   la   ruta   d e   s e ñ a l i z a c i ó n  
de   l a s   Rho   GTPasas   también   s e   ha   v i s t o   implicada   en   o t r o s   p r o c e s o s   p a t o l ó g i c o s ,   p o r  
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e j e m p l o ,   a l t e r a c i o n e s   en   genes   que   co difican   p r o t e í n a s   tanto   r e g u l a d o r a s   de  Rac   como  
e f e c t o r a s ,   e s t á n   a s o c i a d a s   c o n   la   enfe rmedades   n e u r o l ó g i c a s .   Muta cio nes   en   l o s   genes  
que   c o d i f i c a n   l a s   p r o t e í n a s  Oligonef r i n a ‐167 ,   una   proteína   GAP   de  Rac,  ARHGEF6 68 ,   GEF  
específi co   de  Rac1   y  Cdc42,   o   PAK3,   efector   d e   la   s u b f a m i l i a  Rac 69 ,   e s t á n   a s o c i a d o s   c o n   el  
r e t r a s o   m e n t a l   no   s i n d r ó m i c o   a s o c i a d o   a l   c r o m o s oma   X .  Asimis mo,   s e   ha   o b s e r v a d o   un  
incremento   d e   la   e x p r e s i ó n   de  Rac1   y  RhoG   en   la   e n f er m e d a d   d e  Tangier,   un   t r a s t o r n o   en  
el   me tabolismo   de   l o s   l í p i d o s   que   g e ner a   h i p e r t r o f i a   del   h í g a d o ,   del   b a z o   y   de   l a s  
a m í g d a l a s   y ,   en   o c a s i o n e s ,   m a n i f e s t a c i o n e s   n e u r o l ó g i c a s 70 .   Se   ha   identif icado   una  
muta ción   i n a ct i v a d o r a   c o n   efecto   domi nante   ne gati va   en   el   gen  RAC2  como   c a u s a n t e   de  
inmunod efici encia   ne utro fílica 16,17 ;   la   muta ción   en contrada   r e d u c e   la   c a p a c i d a d   de   la  
proteína   a   u ni r s e   a   GTP   e   in hibe   la   r e s p u e s t a   a   GEFs 71 ,   lo   que   s e   t r a d u c e   en   una  
d i s m i n u c i ó n   de   la   quimio t axis,   una   r e d uc c i ó n   de   la   p r o d u c c i ó n   d e  ROS  y   una   r ed u c c i ó n   d e  
la  f a g o c i t o s i s   de  l o s  n e u t r ó f i l o s  en  r e s p u e s t a  a  d e t e r mi n a d o s  e s t í m u l o s .   
II.2.a. Infecciones bacterianas. 
La   m a n i p ul a c i ó n   de   l a s   GTPasas  Rho   en   una   e s t r a t e g i a   utili zada   p o r   l a s   bacteri a s  
p a t ó g e n a s   p a r a   e v a d i r s e   de   l a s   d e f e n s a s   del   huésped.   Estos   m i c r o o r g a n i s m o s   u s a n ,  
princi palmente,   d o s   a p r o x i m a c i o n e s   a   la   h o r a   de   infectar   u n   o r g a n i s m o:   impedir   s u  
internali zació n   y   d e s t r u c c i ó n   p o r   p a r t e   de   l o s   f a g o c i t o s   y   e n t r a r   dentro   d e   células  
epiteliales   do nde   e s t a r á n   p r o t e g i d a s   d e l   a m b i e n t e   externo   y   p o d r á n   cre cer   y   d i v i d i r s e .  
Ambos   p r o c e s o s   implica n   v í a s   de   e n d o c i t o s i s   q ue   r e q u i e r e n   de   la   a c t i v i d a d   de   l a s  
p r o t e í n a s   Rho 19 .   Existen   tres   t i p o s   de   t o x i n a s   b a c t e r i a n a s   q ue   a l t e r a n   la   ruta   de  
s e ñ a l i z a c i ó n   de   la   GTPasa   Rac   ( F i g .   5 ).   Las   g l u c o s i lt r a n f e r a s a s   (LCC:   Large  clostridium 
cytotoxins )   d e  Clostridium  spp .   i mpid e n   la   i nter a c ci ó n   entr e   la   GTPasa   y   s u s   e f e c t o r e s ,  
bloqueando   l a   a c t i v i d a d   GTPasa   tanto   intrínseca   como   indu cida   p o r   GAP   y   r e p r i m i e n d o   la  
a c t i v a c i ó n   p o r   GEFs,   lo   que   inhib e   la   a c t i v a c i ó n   de   la   r uta   de   s e ñ a l i z a c i ó n   a g u a s   a ba j o 72 .  La  
e n t e r o b a t e r i a   Salmonella  spp.  g e ner a   d o s   t i p o s   de   t o x i n a s .   Las   p r i m e r a s   (SopE)   a c t ú a n  
como   c o m p u es t o s   mímico s   de   proteína s   GEF   de  Rac1   y  Cdc42,   activando   l a s   GTPasas ,   lo  
que   co n du ce   a   la   r e m o d e l a c i ó n   del   cito squeleto   d e   actina   p a r a   f a v o r e c e r   la   e n t r a d a   de   la  
bacteria.  Las   s e g u n d a s   (SptP,  Salmonella spp.;   Y o pE,  Yersinia spp. )   s o n   t o x i n a s   mími cas   de  
p r o t e í n a s   GAP   de  Rac1   qu e   i n a c t i v a n   e s ta  Rho   GTPasa.  Así   la   e s t r u c t u r a   del   ci tosqueleto  
v u e l v e  a  s u  e s ta dio  o r i g i n a l  y  la   b a c t e r i a  que da  p r o t e gi d a  de ntro   d e  la   célula   inf ectada 20.  
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II.2.b. La GTPasa Rac y el cáncer. 
El   térmi no   c á n ce r   defin e   a   un   grupo   de   enferme dades   en   l a s   que   l a s   cél ulas  
crece n   de   ma nera   a n o r m a l   y   a c a b a n   formando   un   tu mor   m a l i g n o .  El   cáncer   s e   o r i g i n a   por  
d o s   p r o c e s o s   diferentes   p e r o   r e l a c i o n a d o s .   P r i m e r o   s e   produce   la   m u t a c i ó n   de   genes  
r e g u l a d o r e s   de   la   c é l u l a   y ,   p o s t e r i o r me n t e ,   o c u r r e   la   s e l e c c i ó n   c l o n a l ,   e s   decir,   la  
e x p a n s i ó n   d e l   c l o n   m uta d o   debido   a l   i ncremento   d e   s u s   p r o p i e d a d e s   p r o l i f e r a t i v a s   y   de  
s u p e r v i v e n c i a .  
Las   a l t e r a c i o n e s   que   o r i g i n a n   la   a p a r i c i ó n   del   prime r   p a s o   pueden   tener   l u g a r   en  
d o s   t i p o s   de   g e n e s .  Los   o n c og e n e s ,   que   s o n   genes   m uta do s   d e r i v a d o s   de   gen es   n o r m a l e s ,  
l o s   p r o t o ‐o n c o g e n e s ,   cuya   función   n o r m a l   es   p r o m o v e r   la   p r o l i f e r a c i ó n   y   la   s u p e r v i v e n c i a  
c e l u l a r .  Son   f a cto r es   de   cr ecimi ento,   r e c e p t o r e s   de   f a cto r es   de   cr ecimi ento,   pr oteínas   d e  
t r a n s d u c c i ó n   de   s e ñ a l e s ,   f a c t o r e s   de   transcripció n,   r e g u l a d o r e s   del   cic lo   celular   y  
r e g u l a d o r e s   de   la   a p o p t o s i s .  El   p r o c e s o   de   t r a n s f o r m a c i ó n   m a l i g n a   de   una   cé lula   pu ede  
c o m e n za r   co n   una   mu taci ón   en   un   a l e l o   de   u no   de   e s t o s   g e n e s .  Cuando   la   c é l u l a   mu tada  
p r o l i f e r a ,   puede   i n c o r p o r a r   m u t a c i o n e s   a d i c i o n a l e s .  Las   mutacio nes   de   l o s   o n c o g e n e s   s e  
c o n s i d e r a n   c o m o   muta ciones   de  ganancia de función  p o r q u e   pro duce n   u na   pr oteína   m á s  
a c t i v a   o   p o r q u e   a u m e n t a n   la   c a n t i d a d   de   p r o t e ín a   n o r m a l   s i n t e t i z a d a .   Los   genes  
supres ore s   d e   t u m or e s   c o d i f i ca n   p r o t e í n a s   que   in hiben   la   p r o l i f e r a c i ó n ,   p r o m u e v e n   la  
m u e r t e   celul a r   o   r e p a r a n   el   DNA.   Ambos   a l e l o s   deben   esta r   i n a c t i v o s   p a r a   que   s e  
Figura   5 : Mecanismo s   moleculares   d e   las   t o x in a s   bact erianas   q ue   s e   u n en   a   Rac.   SopE   a c tú a  
como   u n   GEF,   a c t i v a n d o   Rac.   SptP   y   YopE,   favorecen   la   hidrólisis   d e   Rac ‐GTP   al   ac t u ar   como  
compuestos   mímic os   d e   proteínas   GAP.  LCC  bloquea   la   in terac ión  d e  Rac   activo  c o n   sus  efectores.   
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produzca   un a   pérdida   de   función   de   la   p r o t e í n a ,   l o   que   d e r i v a   en   la   t r a n s f o r m a c i ó n  
maligna   de  la  cél ula.  
Rac1,   Rac2   y   Rac3   a p a r e c e n   s o b r e e x p r e s a d o s   en   v a r i o s   tumores   y   exi s ten  
múlti ples   e v i de n c i a s   q ue   indican   que   la   s e ñ a l i z a c i ó n   celular   d ep e n d i e n t e   de   Rac   es  
i m p o r t a n t e  p a r a  la  t r a n s f o r m a c i ó n   mali gna  de  l a s .  
 
 
 
La   s o b r e e x p r e s i ó n   de   Rac1   está   r e l a c i o n a d a   c o n   la   p r o g r e s i ó n   de   cáncer   de  
t e s t í c u l o ,   gástrico   y   de   m a ma .   Tambié n   s e   o b s e r v a   s u   s o b r e e x p r e s i ó n   en   c a r c i n o m a  
e s c a m o c e l u l a r   bu cal 73 .  A  t r a v é s   de   e n s a y o s   de   r a t o n e s  knock‐out  c o n d i c i o n a l es   de  Rac1,  
s e   ha   v i s t o   q ue   esta   p r o t e í n a   esti mula   la   p r o l i f e r a c i ó n   cel ular   de l   t u m o r ,   p e r o   inhi be   s u  
d i s e m i n a c i ó n 74 .  En   un   mo delo   de   rató n  knock‐out  c o n d i c i o n a l   c o n   cán cer   de   pul món   s e  
v i o   que   la   f unción   de   Rac1   e r a   n e c e s a r i a   p a r a   la   p r o l i f e r a c i ó n   y   la   tu m o rigenicida d  
indu cida   p o r   K ‐Ras 74 .  Del   m i s m o   m o d o ,   r a t o n e s   carentes   de   la   p r o te í na   GEF   e s pecífica   d e  
Rac,   Tiam1,   e s t á n   p r o t e g i d o s   frente   a l   cáncer   de   p i e l   indu cido   p o r   Ras,   d e s a r r o l l a n d o  
m e n o s   t u m o r e s ,   aunque   s o n   m á s   a g r e s i v o s 75 .  Rac1   c o n t r i b uy e   a   la   p r o l i f e r a c i ó n   de   l a s  
células   c a n ce r í g e n a s   a   t r a v é s   de   la   r e g u l a c i ó n   del   ci clo   c e l u l a r ,   p o r   e j e m p l o ,   estimulando  
la   e x p r e s i ó n   de   ci clina  D176 .   Además,   Rac1   a c t i v o   media   e n   la   pérdida   de   l a s   uniones  
Figura   6 :  Esquema   d e   la   relevancia   d e   las  GTPasas  Rho   en   la   progresión   tu mo ral,   resaltando   el  
p a p e l  d e  Rac   en   es t a   p ro g r e s ió n.   
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adheren tes   entre   cél ula s   en   d e t e r m i n a d a s   s i t u a c i o n e s ,   p r o m o v i e n d o   una   m a y o r  
m i g r a c i ó n   c e l u l a r 77 ,   pu d iendo   p o t e n c i a r   o   inhi b ir   la   i n v a s i ó n   celular   del   t u m o r  
depen dien do   de   l a s   caract erísticas   de   la   célula.  También   pue de   co ntribuir   a   la   i n v a s i ó n   de  
células   c a n c e r í g e n a s   reg ulando   la   p r o d u c c i ó n   de   la   m a t r i z   d e   m e t a l o p r o t e a s a s   y   s u s  
inhibidores   n a t u r a l e s 78 .   La   v a r i a n t e   de   splicing  de   Rac1,   Rac1b,   a p a r e c e   e xp r es a da   en  
cáncer  de  ma ma  y   c ó l o n 32,33 .  
Las   alteracio nes   no   s ó l o   p u e d e n   e s t a r   a   n i v e l   de   la   proteína  Rac,   s i n o   qu e   s e   h a n  
o b s e r v a d o   a lt e r a c i o n e s   e n   s u s   p r o t e í n a s   r e g u l a d o r a s   GEFs,   GDIs   y   GAPs,   como   l a s  
q u i m e r i n a s .  
III. LAS  QUIMERINAS.  
Existe n   a l r e d e d o r   de   80   p r o t e í n a s   c o n   a c t i v i d a d   RhoGAP 4   e n g l o b a d a s   en   12 
s u b f a m i l i a s .   Estas   p r o t e í n a s   no   s ó l o   conti enen   un   do minio   GAP   s i n o   q u e ,   a d e m á s ,  
p r e s e n t a n   el e mentos   e s t r u ct u r a l e s   a d i c i o n a l e s   que   le s   c o n f i e r e n   p r o p i e d a d e s   r e g u l a t o r i a s  
únicas   tales   como   int er a cciones   e s p ec í f i c a s   p r o t e í n a ‐proteína   o   proteína ‐ l í p i d o .   Las  
quimeri nas   tienen   la   p a r t i cu l a r i d a d ,   de ntro   del   grup o   de   l a s  RhoGAPs,   de   s e r   l a s   únicas  
que   tie nen   u n   dominio   GAP   c o n   a c t i v i d a d   e s p e c í f i c a   p a r a  Rac 79,80   y   un   domini o  C1  similar  
a l   de   P KCs   (Proteína   quinas a  C).  Esta   p a r t i c u l a r i da d   bi oquímica   y   e s t r u c t u r a l   les   c o n f i e r e   la  
capacida d   de   a c t u a r   como   e f e c t o r e s   del   DAG   t r a s   la   a c t i v a c i ó n   de   r e c e p t o r e s   de  
membrana  y   a c o p l a r  e s a  s e ñ a l i z a c i ó n  c o n  la  a c t i v a c i ó n  de  Rac.   
III.1.  GENES DE LAS QUIMERINAS.  
La   primera   i s o f o r m a   de   l a s   quimerinas   fue   c l o n a d a   p o r  Louis  Lim  et al  e n  1990   a  
p a r t i r   de   cDNAs   de   cere bro   humano 81 ,   s e   denominó   como   n‐quimeri na   o   quimerina  
n e u r o n a l ,   a u n q u e   m á s   t a r d e   p a s ó   a   s e r   l l a m a d a   α1‐quimer ina 82,83 .   Existen   cua tro  
m i e m b r o s   de   la   f a m i l i a   de   l a s   q u i m e r i n a s:  α1‐,  α2‐,  β1‐  y  β2‐q u i me r i n a s .  Estas   i s o f o r m a s  
s o n   p r o d u c t o s   g e n e r a d o s   a   p a r t i r   de   inicios   a l t e r n a t i v o s   de   la   transcripción   d e   d o s   g e n e s:  
el   gen  CHN1 ,   que   codifi ca   l a s   f o r m a s  α1‐  y  α2‐q u i m er i n a s ;   y   el   g e n  CHN2 ,   qu e   codifica   la  
β1‐ y  β2‐qui merinas   (Fig.  1).  
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El   gen   de   l a s  α‐ q u i m er i n a s   de   h u m a n o s   ( CHN1 )   s e   l o c a l i z a   en   el   locus  2q31 ‐32.1 79 ,  
tiene   un   tam a ño   de  213   kb   y   p o s e e  13   exones   c o d i f i c a n t e s .  A  p a r t i r   del  ATG   d e   inicio   de l  
e x ó n   1  codifica   la   i s o fo r m a   α2‐quimeri na   (GenBank:   N M _001822)   de   2700   pb,   que   se  
t r a d u c e   en   u na   proteína   de   4 5 9   a m i n o á c i d o s   y   5 3   kDa   (G enBank:   N P _001813).  Además,  
este   gen   pre s enta   un   ini ci o   a l t e r n a t i v o   de   la   t r a n s c r i p c i ó n  174   p b   a g u a s   a r r i b a   del   inicio  
del   e x ó n   7 ,   que   genera   un   tránscrito   de   1002  pb.   Este   mRNA   codifica   la   i s o f o r m a   α1‐
quimeri na,   una   proteína   de   3 3 4   a m i n o á c i d o s   y   3 8   kDa,   que   d i f i e r e   de   la   a n t e r i o r   en   que  
carece   del   dominio  SH2   en   el   e x t r e m o   N ‐ t e r m i n a l   y   p o s e e   5 8   a m i n o á c i d o s   dife rentes   e n  
este   extr emo   N ‐termi nal,   c o d i f i c a d o s   p o r   la   secuen cia   entre   e l   inicio   a l t e r n a t i v o   de   la  
t r a n s c r i p c i ó n   y  el  i nicio   del   e x ó n  7 .  
El   gen   de   la s   β‐ quimeri n a s   ( CHN2 )   s e   l o c a l i z a   en   el   c r o m o s o m a   7 p15.3   en  
h u m a n o s ,   p o s e e   tambié n  13   exones   y   tiene   u n   tam a ño   de   320   kb.  Al   i g u a l   que   el   ge n  
CHN1 ,   p o s e e   un   inicio   de   la   t r a n s c r i p c i ó n   en   el   e x ó n   1,   que   genera   la   i s o f o r m a   β2‐
quimeri na   ( Ge nBank:   N M _004067)   de   3 4 4 7 p b ,   que   c o d i f i c a   una   prote ína   de   4 6 8  
a m i n o á c i d o s   y   5 4   kDa   ( Ge nBank:   N P _004058).   P o r   inicio   a l t e r n a t i v o   de   la   t r a n s c r i p c i ó n   en  
el   i n t r ó n   6   s e   genera   o t r a   i s o f o r m a ,  β1‐quimeri na   (Ge nBank:   N M _001039936),   de  2843  
pb.   La   prote ína   que   codi fica   p r e s e n t a   una   se cue n cia   de   3 32   a mi n o á c i d o s   y   un   p e s o  
m o l e c u l a r   d e   3 8   kDa   (GenBank:   N P _001035025).  Como   o c u r r e   c o n   l a s  α‐ q u i m e r i n a s ,   l a s  
i s o f o r m a s   difieren   en   la   r e g i ó n   N ‐t e r mi n a l   c a r e c i e n d o ,   la   i s o fo r m a   β1‐,   de   la   r e g i ó n  
codificada   po r   l o s   6   p r i m e r o s   e x o n e s ,   p e r o   p o s e y e n d o   una   secuen cia   codifica nt e   única   d e  
168   pb   (56   aminoácidos),   que   es   c o n s i d e r a d a   como   i n t r ó n i c a ,   y   p o r   t a n t o ,   no   co dificante,  
en  la  i s o f o r m a  β2‐qui meri na  (Fi g.  7 ).  
La   α 1 ‐quim e rina   s e   expr esa   m a y o r i t a r i a m e n t e   en   cerebro 82 ,   r estringida   a   l a s  
n e u r o n a s .  La   e x p r e s i ó n   es   e l e v a d a   en   la s   células   p i r a m i d a l e s   del   h i p o c a m p o ,   l a s   células  
g r a n u l a r e s   d e l   g i r o   denta do   y   l a s   n e u r o n a s   c o r t i c a l e s ;   en   el   cer ebelo,   el   mRNA   de   la  α1‐
quimeri na   s ó l o   s e   d e t e c t a   en   l a s   n e u r o n a s   de   P u r k i n j e 84 .   La   i s o f o r m a   α2‐quimeri na  
presenta   alto s   n i v e l e s   de   e x p r e s i ó n   en   n e ur o na s   de   r e g i o n e s   espe cíficas   del   c e r e b r o 85 .  En  
o r g a n i s m o s   m e n o s   e v o l u ci o n a d o s ,   como   el   pe z   ce bra,   la   e x p r e s i ó n   del   gen   h o m ó l o g o   a  
chn2  es   e l e v a d a   en   cere bro   y   s e   de tecta   tambié n   en   m ús culo   y   t e s t í cu l o .   En   r a t a ,   la  
e x p r e s i ó n   de   la  β 1 ‐quimerina   s e   ha   de scrito   r e s t r i n g i d a   a   t e s t í c u l o 86 .  La   e x p r e s i ó n   de   la  
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i s o f o r m a  β2‐quimeri na   es   e l e v a d a   e n   c e r e b e l o   y   en   células   gr a n u l a r e s 80 ,     y   s e   e x p r e s a   a  
d i f e r e n t e s  ni veles  en   prácticame nte  to dos  l o s  tejido s 87 .  
 
 
 
 
Aunque   l o s   g e nes   de   l a s   q u i m e r i n a s   f u e r o n   c l o n a d o s   hace   m á s   d e   d o s   d é c a d a s ,  
l o s   m e c a n i s m o s   que   contr o lan   la   e x p r e s i ó n   de   l a s   pr oteínas   s o n   a ún   d e s c o n o c i d o s .  Dong  
y  Lim 88   d e m o s t r a r o n   que   l a   e x p r e s i ó n   d e   la  α 1 ‐ quim erina   en   n e u r o n a s   s e   r e g u l a   e s p a c i a l  
y   t e m po r a l m en t e   a   n i v e l   t r a n s c r i p c i o n a l .  En   la   línea   c e l u l a r   de   n e u r o b l a s t o m a   humano  SK ‐
N ‐SH,   l o s   n i v e l e s   de   mRNA   de   l a s   f o r m a s   α1‐  y   α2‐quimerin a   a u m e n t a n   durante   la  
diferen ciació n   n e u r o n a l .   La   d e s p o l a r i z a c i ó n   de   me mbrana   i n d u c i d a   p o r   KCl   tambié n  
produce   u n   i ncremento   d e   la   e x p r e s i ó n   de   la  α1‐q u i m e r i n a   e n   células  SK ‐ N ‐SH.  Además,  
la   e x p r e s i ó n   de   la   α1‐qui merina   s e   ha   encontra do   a u m e n t a d a   e n   r e s p u e s t a   a   c a m b i o s  
h i p o t ó n i c o s   de   o s m o l a r i d a d 88 .   Estudi os   en   difer e ntes   e s t a d í o s   e m b r i o n a r i o s   de   rata  
c o n f i r m a n   q ue   l o s   n i v e l e s   de   la   p r o te í n a   α 1 ‐qui merina   a u m e n t a n   en   res puesta   a   la  
a c t i v i d a d   s i n á p t i c a 89 .   El   mRNA   de   la   α1‐quimeri n a   de   la   rata   s e   detecta   en   cere bro  
e m b r i o n a r i o   a   p a r t i r   del   día  15   de   la   gestación   y   aumenta   la   c a n t i d a d   d e s d e   el   nacimien to  
h a s t a   el   día   20,   coincidie ndo   c o n   la   d i f e r e nci a ció n   celular   y   la   s i n a p t o g e n e s i s 84 .   Se   ha  
d e m o s t r a d o   que   l o s   n i v e l e s   de   p r o t e í n a s   de   la   α1‐quimeri na   d e   rata   en   el   tejido   del  
hipocampo   a umen ta n   gra dualme nte   d ur a nte   l a s   2  p r i m e r a s   s e m a n a s   del   d e s a r r o l l o  
Figura   7 :   Estructu ra   y   localización   c rom o s ó m ic a   d el   gen   CHN2.  Tránscritos   producidos  
depend iend o   d e l   inicio   d e   la   transcripción   utilizado.  β2‐q u im e r i n a   tiene   el   inicio   d e   la   transcripción  
en   el   exón  1,  mientras   q u e  β1‐quimerina   se   transcribe   a  partir   d e l   inicio   localizado   en   el   intrón  6 .  
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p o s t n a t a l ,   mi entras   que   lo s   n i v e l e s   de   l a  α2‐quimeri na   p r e s e n t a n   un   pi co   de   e xp r e s i ó n   a  
l o s  6  d í a s  del   nacimie nto,  y  luego   de cae 8 9 .   
No   o b s t a n t e ,   a ú n   s e   d e s co n o c e   c ó m o   s e   r e g u l a n   l a s   o t r a s   i so f o r m a s   de   l a s  
q u i m e r i n a s .   H a y   e v i d e n c i a s   de   que   di sminuyen   s u   e x p r e s i ó n   e n   a l g u n o s   cá nceres 90,91 .  
Estudios   e n   l a   r e g i ó n   p r o m o t o r a   de   la  α1‐quimeri na   r e v e l a n   que   no   existe n   ca jas  TATA,   ni  
s i t i o s   de   u n i ó n   a   SP1   o   m o t i v o s   i n i c i a d o r e s ;   s i n   emba r go ,   s e   o b s e r v a   una   c a j a   CCAAT 
l o c a l i z a d a   en   la   r e g i ó n   p r ó x i m a   a l   p r o m o t o r ,   que   e s   e s e n c i a l   p a r a   s u   a c t i v i d a d 92 .  Se   ha  
encontrado   u n   eleme nto   d e   r e g u l a c i ó n   n e g a t i v o   en   l a   r e g i ó n   5’UTR   no   traduci b le   del   e x ó n  
1  de   la  α1‐ q u i m e r i n a .  La   d e l e ció n   de   es te   e l e me n t o   r e g u l a d o r   a u m e n t a   de   5   a   6   veces   la  
a c t i v i d a d   del   p r o m o t o r 93 .   P o r   último,   s e   ha   o b s e r v a d o   la   metila ci ón  de novo  d e l   gen  CHN2 
t r a s   la   i n d u c c i ó n   d e   t u m o r e s   de   hí gado   en   un   m o del o   de   c a r ci n o g é n e s i s   quími ca   e n  
r a t o n e s   94 ,     l o   que   s u g i e r e   que   uno   de   l o s   m e c a n i s mo s   de   r e g u l a c i ó n   de   la   e xp r e s i ó n   del  
gen  CHN2 po dría  s e r  la   m e t i l a c i ó n   de  s u  p r o m o t o r .   
III.2. ESTRUCTURA Y  PROPIEDADES BIOQUÍMICAS  DE LAS QUIMERINAS.  
Las   quimerin a s   deben   s u   n o m b r e   a   q u e   f u e r o n   o r i g i n a r i a m e n t e   definidas   co mo  
una   quimera   entre   el   dominio  C1  de   l a s   P KCs   y   el   dominio   GAP   de  BCR,   una   proteína  
implica da   en   la   t r a s l o c a c i ó n   del   c r o m o s o m a   Filadelf ia   en   l e u c e m i a   mieloide   cr ónica.  Las  
cuatro   i s o f o rm a s   tienen   u n   dominio  C‐t e r m i n a l   GAP   y   un   dominio   sencillo  C1  como   el   de  
l a s   P KCs.   Las   i s o f o r m a s   α2‐  y   β2‐qui merinas   t i e n e n ,   a d e m á s ,   un   dominio   SH2   en   el  
extre mo  a m i n o  termi nal.  
El   dominio  SH2   de   la  β2‐quimeri na   está   codificado   p o r   p a r t e   de   l o s   exones   5   y   6  
del   gen  CHN2  y   comprend e   l o s   aminoácidos   60   a  127.  El   dominio  C1  está   codificado   entre  
l o s   exones   7   a   9   y   s e   sitúa   entre   l o s   a m i n o á c i d o s  214   a  264.  La   secuencia   de l   dominio   GAP  
a p a r e c e   e n   l o s   exones   9   a   13,   inclu y endo   l o s   a mi n o á c i d o s   276   a   4 62   ( F i g .   8 ).   Esta  
d i s t r i b u c i ó n  d e  l o s  dominio s  es  muy  s i m i l a r  en  la  i s o f o r m a  α2‐qui m erina.  
III.2.a. El dominio SH2 
α2‐  y  β2‐qui merina   ti ene n   un   dominio  SH2   ter mina l   c o n   una   h o m o l o g í a   del   82%  
entre   e l l a s 80   (Fi g.   9 ).   Este   d o m in i o   c o n s e r v a   l a s   s e c u e nc i a s   c o n s e n s o   d e   u n i ó n   a  
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f o s f o t i r o s i n a s   común   en   o t r o s   d o m i n i o s  SH2   aunque,   a   diferencia   del   r e s t o ,   el   dominio  
SH2   de   l a s   quimeri nas   c o n t i e n e n   un   r e s i d u o   de   ácido   g l u t á m i c o   a l   ini cio   en   v e z   d e  
t r i p t ó f a n o   y ,   c o m p a r a d o   c o n   o t r o s   d o m i n i o s  SH2   como   el   de   la   p r o te í na  Src,   ti ene   una  α‐
hélice  m á s   corta 80 .  
 
 
 
 
 
Se   s a b e   muy   poco   s o b r e   la   función   b i o l ó g i c a   de   e s te   dominio   en   q u i m e r i n a s .  
Mien tras   o t r o s   e s t u d i o s   h a n   demostr a do   que   el   dominio   SH2   de   RasGAP   s e   une   a  
r e c e p t o r e s   de   f a c t o r e s   de   c r e c i m i e n t o 95 ,   s e   desconoce   s i   el   dominio   SH2   de   α2‐  y   β2‐ 
quimeri na   tie ne   p r o p i e d a d es   s i m i l a r e s .  Estudios   p r e v i o s   h a n   d e m o s t r a d o   que   el   dominio  
SH2   de   la   α2‐quimeri na   i n t e r a c t ú a   c o n   o t r a s   p r o t e í n a s ,   y   q ue   esta   i n t e r a c c i ó n   es  
n e c e s a r i a   p a r a   la   n e u r i t o g é n e s i s 85 .  La   e xp r e s i ó n   de   l a  α2‐quimeri na   c o n   una   muta ción   en  
el   dominio  SH2   en   células   PC12   e s t i m u l a d a s   c o n   NGF   ( Nerve growth factor )   producen   u n  
fenotipo   par ecido   a l   de   la  α1‐quimeri n a   e   inhiben   l a   f o r m a c i ó n   de   la   n e u r i t a ,   sugiriendo  
que   el   domi nio   SH2   deb e   e s t a r   a s o c i a d o   c o n   l a s   p r o t e í n a s   qu e   s o n   crítica s   p a r a   la  
diferen ciació n   n e u r o n a l 85 .   Otros   e s t u d i o s   h a n   descrito   un   n u e v o   me canismo   d e  
r e g u l a c i ó n   n e g a t i v a   de   la  β2‐quimeri na   a   t r a v é s   de   la   f o s f o r i l a c i ó n   de   un   r e s i d u o   t i r o s i n a  
s i t u a d o   en   el   dominio  SH2 96 .  Se   ha   e n c o n t r a d o   que   la   t i r o s i n a  21  de   la   r e g i ó n   r e g u l a d o r a  
Figura   8 :  Estructura   y   composición   d e   exones   d e   los   tránscritos   d e l   gen  CHN2.  (A)  Exones   q u e  
c o d i f i c an   c ad a   isoforma.  Aparecen   señalados   los   d o m i n i o s   funcionales,   los   residuos   e n   los   q u e  
están   c o d i f i c ad o s   estos   dominios.  El   exón   7   d e   la   isoforma   β1‐quimerina   es   d e   mayor   t a m a ñ o  
q u e   el   d e   la   β2‐quimerina   p o r q u e   el   inicio   d e   la   tran sc ripción   alternativo   q u e   genera   esta  
isoforma,   ocurre   en   un a   región   intrónica   del   g e n .   (B )  Estructu ra   tridimensional   d e   los   dominios  
funcionales   de  las   quimerinas.  
B  
A 
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N ‐t e r m i n a l   s e   f o s f o r i l a   a   t r a v é s   de   la   ruta   SFK   ( Src‐family  kinase)   en   r es p u e s t a   a   EGF  
( Epitelial  growth  factor ).   Utilizando   tanto   inhibi dores   de   SFK   como   mutantes   no  
f o s f o r i l a b l e s   en  Tyr21,   s e   ha   m o s t r a d o   un   n ue v o   m e ca nis mo   d e   r e g u l a c i ó n   n e ga tiv o   de  
β2‐qui merina ,   a   t r a v é s   de   la   f o s f o r i l a c ió n   de   la   t i r o s i n a  21  medi ado   p o r  SKF,   y a   que   la  
inhibi ción   de   la   f o s fo r i l a c i ó n   de   esta   t i r o s i n a   es   e s enc i a l   p a r a   a u m e n t a r   la   a c t i v i d a d   GAP  
de  la  β2‐qui merina 96 .  
 
 
 
III.2.b. El dominio C1 de quimerinas: las quimerinas como nuevos receptores de DAG. 
El   dominio   C1  es   una   unidad   e s t r u ct u r a l   de   50   a m i n o á c i d o s   o r i g i n a l m e n t e  
definida   c o m o   un   módulo   de   u n i ó n   a   l í p i d o s   en   la s   i s o e n z i m a s   P KCs.   Durante   mu cho  
tiempo   s e   cr eyó   que   l a s   P KCs   e r a n   la   única   f a m i l i a   de   r e c e p t o r e s   i n t r a c e l u l a r e s   del  
segundo   m e n s a j e r o   l i p í d i c o   d i a c i l g l i c e r o l   y   s u s   a n á l o g o s ,   l o s   ésteres   de   f o r b o l .  Existe n   tres  
t i p o s   de   P KCs,   l a s   P KCs   c l á s i c a s   dependien tes   de   calcio   (cP KC α ,   βI,   βII  y   γ),   l a s   P KCs  
n o v e l e s   independie ntes   d e   calcio   (nP KC δ,  ε,  η  y  θ)   y   l a s   P KCs   a t í p i c a s   (aP KC ζ  y   P KC λ/ ι);  
e s t a s   últimas   no   r e s p o n d e n   a  DAG   y   és teres   de   f o r b o l .  El   domini o  C1  de   unió n   a  DAG   y  
é s t e r e s   de   f o r b o l   está   d u p l i c a d o   en   l a s   P KCs   de   r e s p u e s t a   a  DAG,   p e r o   p r e s e n t e   en   u na  
única   copia   e n   o t r a s   m o l é c u l a s   como   l a s   P KDs   ( P r o t e í n a   q u i n a s a  D),  RasGRPs   ( Ras guanine 
releasing‐protein ),    DGKs   (Diacilgli cerol   q u i n a s a s ) ,   c ‐Raf   y   V a v 97,98 .  Sin   e m b a r g o ,   s ó l o   un  
subgrupo   de   e s t a s   p r o t e í n a s   c o n   d o m i n io  C1  único   e s   c a p a z   de   u n i r s e   a l  DAG   y   l o s   é s t e r e s  
Figura   9 : Comparación   d e   la   h om o lo g í a   d e   s e cu e nc i a   entre   las   d is t in t a s   p r o t e ín a s   qu e   c o mp on en  
la   familia   d e   l as   quimerinas.  Comparación   d e   las   formas   humanas  α1‐,  α2‐,  β1‐  y  β2‐quimerina,   y  
las   quimerinas   d e   Drossophila  melanogaster  y   Caenorhabditis  elegans.   Los   p or c e n t a j e s   d e  
homología  c o rre s p o n d en   a   la   s e c u en c i a  d e  cad a  dominio   en   relación   c on  la   isoforma  β2‐quimerina.  
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de   f o r b o l   c o n   alta   a f i n i d a d   debido,   principal me nte,   a   l o s   estrictos   r e q u e r i m i e n t o s  
e s t r u c t u r a l e s   n e c e s a r i o s   p a r a   esta   unió n.  La   p r i me r a   proteína   e n   s e r   descrita   c o m o   una  
proteína   de   u n i ó n   a  DAG   y   éster es   de   f o r b o l   f u e r a   de   la   f a m i l i a   de   l a s   P KCs   fue   la   α1‐
quimeri na 99,100 .   P o s t e r i o r m e n t e ,   s e   e n c o n t r a r o n   o t r a s   que   s e   h a n   a g r u p a d o   en   l o s  
d e n o m i n a d o s   n u e v o s   receptores   p a r a   el   DAG 98,101   y   que   e n g l o b a ,   a d e m á s   de   l a s  
q u i m e r i n a s ,  a  P KD,   RasGRP1,  2 y  4 ,    Mu nc ‐13  y  l a s  i s o f o r m a s  β y  γ de  DGK  (Fi g.  10).  
 
 
 
Los   d o m i n i o s   C1  tienen   u n o s   p a t r o n e s   únicos   de   reconocimie nto   del   l i g a n d o  
debido   a   dif erencias   e s t r u c t u r a l e s   s u t i l e s .   El   do mi nio   C1  de   l a s   quimerinas   tiene   una  
h o m o l o g í a   del   40%   c o n   l o s   d o m i n i o s   C1  de   l a s   is o enzima s   P KC   y   p o s e e   t o d o s   l o s  
r e q u e r i m i e n t o s   estructura les   n e c e s a r i o s   p a r a   la   u n i ó n   a   é s t e r e s   de   f o r b o l ,   mantenie nd o  
el   m o t i v o   HX 12CX 2CX 13/14 CX 2CX 4 HX 2CX 7 C  característi co   de   l o s   d o m i n i o s  C1  t í p i c o s .  Como   el  
inicio   a l t e r n a ti v o   de   la   transcripción   d e   l o s   genes   de   l a s   quimerinas   o c u r r e   a gu a s   a r r i b a  
del   e x ó n   7 ,   l a s   i s o fo r m a s  β1‐  y  β2‐quim erina   p r e s e n t a n   idénti co   dominio  C179,80,86 ,   a l   i g u a l  
que   s u c e d e   entre   l a s   i s o f o r m a s   α1‐  y   α2‐quimeri na .     Los   d o m i n i o s  C1  de   la   α‐  y   la   β‐
quimeri na  pr esentan   h o m o l o g í a  del  9 4 %  (Fi g.  9 ).   
La   c a r a c t e r i z a c i ó n   de   l a s   quimeri nas   como   recepto r es   de  DAG/ésteres   de   f o r b o l  
ha   s i d o   muy   d e t a l l a d a .  Se   ha   d e m o s t r a d o   que   el   do minio  C1  de   l a s   quimerina s   une  DAG   y  
é s t e r e s   de   f o r b o l   c o n   alta   a f i n i d a d   y   q ue   esta   unió n   es   depe ndi ente   d e   la   pr esencia   de  
f o s f o l í p i d o s   acídi co s    p e r o   es   indepe ndi ente   d e   ca l ci o ,   siendo   en   este   a s p e c t o   s i m i l a r   a   l a s  
P KCs   n o v e l e s 102.   P o r   o t r o   l a d o ,   análogos   del  DAG   m ue s tr a n   una   l ev e   p r e f e r e n c i a   p o r  β2‐
Figura   1 0 :  Estructu ra   d e   las   p r o t e ín a s   c on   d o m in io s  C1   de   u n i ón   a   é s t er e s   d e   forbol   y  DAG. Las  
PKCs   clásicas   ( c P KCs)   y   noveles   ( n P KCs)   son   los   receptores   clásicos   d e   DAG.   El   resto   d e   las  
proteínas   se  ag r u p an  d e n t r o  d e   los   d en o m in a d o s  nuevos  receptores  p a ra  DAG.   
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quimeri na   f r e n t e   a   P KC α103 .  De   m a n e r a   o p u e s t a ,  thymeleatoxin ,   u n   p r o m o t o r   d e   tumores  
a n á l o g o   de   la   m e z e r e i n a ,   t i e n e   una   m a r ca d a   prefere ncia   p o r   la   u n i ó n   a   P KC α  c o m p a r a d o  
c o n   β2‐ qui merina 102.   Existen,   p o r   t a n t o ,   s i m i l i t u d e s   i m p o r t a n t e s ,   p e r o   tambié n  
d i f e r e n c i a s  n o ta ble s  e n t r e  l a s  qui merin a s  y  l a s  P KCs.   
Además   de   e s t o s   e s t u d i o s   in  vitro ,   e x p e r i m e n t o s   en   m o d e l o s   celulares   h a n  
d e m o s t r a d o   que   l o s   é s t e r e s   de   f o r b o l   y   el  DAG   indu cen   la   r e d i s t r i b u c i ó n   s u b c e l u l a r   de   l a s  
quimeri nas 103 ‐106   y   que   e s t a   r e g u l a c i ó n   p o s i c i o n a l ,   a l   i g u a l   que   s u c e d e   c o n   l a s   P KCs,   es  
e n t e r a m e n t e   d e p e n d i e n t e   del   dominio   C1104 .   En   c o n j u n t o ,   e s t o s   descubrimie ntos  
implica n   que   l a s   quimerinas   a c t ú a n   como   efectores   del  DAG   g e n er a d o   en   respuesta   a   la  
a c t i v a c i ó n   de   r e c e p t o r e s .  
III.2.c. El dominio GAP: las quimerinas como reguladores de la GTPasa Rac 
El   dominio   GAP   de   l a s   quimerinas   está   compuesto   p o r  150   a m ino á c i d o s   y   tiene  
una   e l e v a d a   h o m o l o g í a   c o n   el   domi nio   GAP   de   BCR.   El   d o m in i o   GAP   de   l a s   α‐  y   β‐
quimeri nas   comparte   el   7 7 %   de   identidad 86   (Fi g.   9).   Exper imen t o s   in  vitro  h a n  
d e m o s t r a d o   que   l a s   q u i m er i n a s   a u m e n t a n   la   h i d r ó l i s i s   de  Rac1,   p e r o   no   la   de  Cdc42   y  
RhoA 107,108 .   Esta   especifi ci dad   s e   e xpli c a   p o r   l o s   d a t o s   d e r i v a d o s   de   la   e s t r u c t u r a   c r i s t a l i n a  
de   la   β2‐quimerina,   q ue   p r e d i c e   u n a s   interacciones   e s t é r i c a s   y   electrostáti cas  
d e s f a v o r a b l e s   p a r a   la   u n i ó n   c o n  Cdc42   y  RhoA,   impidien do   la   activ ida d   ca tal ítica   s o b r e  
e s t a s   GTPasas .  Asimismo ,   esta   e s t r u ct u r a   ha   r e v e l a d o   que   la   argi nina   en   p o s i c i ó n   311   de  
β2‐qui merina   actúa   como   un   dedo   de   a r g i n i n a ,   a m i n o á c i d o   n e ces a r i o   p a r a   la   catálisis,  
característi co   de   l o s   d o m i n i o s   GAP,   qu e   s e   i n t r o d u c e   d e ntr o   de l   s i t i o   a c t i v o   de   Rac   y  
directa men te  estabili za  el   e s t a d o  de  t r a ns i c i ó n  p a r a  l a  h i d r ó l i s i s  de l  GTP 109 .   
Ahmed   et  al110  o b s e r v a r o n   que   la   a c t i v i d a d   RacGAP   de   la   α1‐quimerina   e s t á  
m a r c a d a m e n t e   e s t i m u l a d a   p o r   f o s f a t i d i l s e r i n a   (PS)   y   ácido   fosfatídico   (PA)   y   que   los  
é s t e r e s   de   f o r bo l   puede n   a c t u a r   en   s i n e r g i a   co n   PS   y   PA.   P o r   o t r o   l a d o ,   el   á c i d o  
l i s o f o s f a t í d i c o   (LPA),   l o s   l í p i d o s   d e r i v a d o s   del   f o s f a t i d i l i n o s i t o l   (P t dIns,   P t dInsP   y   P t dInsP 2)  
y   el   ácido   araquinoico   in hiben   la   a c t i v i d a d   RacGAP   de   α1‐quimerina.   También   s e   ha  
o b s e r v a d o   que   l a s   qui me rinas   y   s u s   mutan tes   s i n   a c t i v i d a d   GAP   s e   unen   a   Rac1   c o n  
constantes   d e   u n i ó n   s i m i l a r e s 108 .   Esta   u n i ó n   es   p r o m o v i d a   p o r   el   PMA   (F o r bo l   12‐
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m i r i s t a t o  13 ‐ a c e t a t o )   y   la   a s o c i a c i ó n   es   m á s   e s t a b l e   durante   m á s   tiempo   en   l o s   mutan tes  
que   carece n   de   a ctiv ida d   GAP 111.  
III.2.d. Estructura tridimensional de la β2‐quimerina y modelo de activación  
La   r e s o l u c i ó n   de   la   e s t r u c t u r a   crista lina   de   la   β2‐quimeri na 109   ha   p e r mi t i d o  
conocer   m e j o r   la   r e g u l a c i ó n   y   funció n   de   l a s   q u i m e r i n a s .   La   β2‐qui merina   es   la   única  
proteína   com pleta   c o n   u n   dominio  C1  c o n   capacidad   de   r e s p u e s t a   a   l o s   é s t e r e s   de   f o r b o l  
cuya   e s t r u c t u r a   terciaria   s e   ha   r e s u e l t o   h a s t a   el   m o m e n to .   Los   d a t o s   de   l o s   a n á l i s i s  
c r i s t a l o g r á f i c o s   r e v e l a n   que   el   domini o  C1  f o r m a   a m p l i o s   conta ctos   h i d r o f ó b i c o s   c o n   el  
dominio   GAP   y   el   dominio  SH2.  La   zona   N ‐t e r mi n a l   d e   la  β2‐qui m erina   s e   i n s e r ta   d e n tr o  
del   s i t i o   a c t i v o   del   domini o   GAP,   b l o q u ea n d o   e s t é r i c a m e n t e   la   u n i ó n   de  Rac.  Además ,   el  
s i t i o   de   u n i ó n   a  DAG   e n   e l   dominio  C1  está   s e p u l t a d o   p o r   c o n t a c t o s   c o n   el   do minio  SH2,  
el   domi nio   GAP   y   la   r e g i ó n   de   u n i ó n   de   l o s   d o m i n i o s   SH2   y   C1.   Estas   característi cas  
e s t r u c t u r a l e s   implican   qu e ,   en   la  β2‐quimerina,   el   dominio  C1  es   inaccesib le   a l  DAG   y   los  
é s t e r e s   de   f o r b o l ,   y   e x p l i c a   p o r q u é   s e   necesita n   co ncen tracione s   m á s   a l t a s   de   é s t e r e s   de  
f o r b o l   p a r a   i n d u c i r   la   t r a s l o c a c i ó n   de   la   β2‐q u i m e r i n a   a   l a s   m e mbr a na s   qu e   p a r a   la  
t r a s l o c a c i ó n   de   l a s   P KCs 102,104 .    P o r   lo   t a n t o ,   la   u n i ó n   de   e s t o s   l í p i d o s   a l   d o m i n io  C1  de   l a s  
quimeri nas   r equiere   de   u na   d i s o c i a c i ó n   p r e v i a   de   e s t a s   i n t e r a c c i o n e s   i n t r a mo l e c u l a r e s ,  
que   per mita   la   e x p o s i c i ó n   del   dominio   C1  y   la   s a l id a   de   la   r e g i ó n   N ‐t e r m i n a l   del   s i t i o  
a c t i v o   p a r a   permitir   la   u n i ó n   c o n   Rac.   Estos   e s tu d i o s   e s t r u c t u r a l e s   s e   h a n   c o n f i r m a d o  
u t i l i z a n d o   m uta nte s   de   β2‐quimeri na   que   d e s e s t a bi l i z a b a n   la   c o n f o r m a c i ó n   i n a c t i v a   y  
p r e s e n t a n   u na   m a y o r   r e s p u e s t a   a   és teres   de   f o r bo l ,   y   tambi én   una   m a y o r   a c t i v i d a d  
RacGAP 109 .  
Basados   en   e s t o s   h a l l a z g o s   s e   ha   p r o p u e s t o   un   m o d e l o   de   a ct i v a c i ó n   de   l a s  
quimeri nas 112  (Fig.   11).   En   c o n d i c i o n e s   b a s a l e s ,   l a s   quimeri nas   s e   e n c o n t r a r í a n   en   una  
c o n f o r m a c i ó n   autoin hibi da   en   el   c i t o p l a s m a .   Tras   la   e s t i m u l a c i ó n   d e   r e c e p t o r e s   qu e  
r e s u l t a n   en   l a   g e n e r a c i ó n   de  DAG,   s e   produce   un   c a m b i o   c o n f o r m a c i o n a l   q ue   expone   el  
dominio  C1,   facilitando   la   u n i ó n   a l   l iga ndo,   la   i n s e r ci ó n   en   la   m e mbr a na   y   la   a s o c i a c i ó n  
c o n  Rac,  permitie ndo  a s í   que  s e  ejerza   la  a c t i v i d a d  RacGAP   de  l a s   q u i m e r i n a s .  
Aunque   este   m o d e l o   e xpl ica   cómo   s e   a c t i v a n   l a s   q u i m e r i n a s ,   n o   d e s v e l a   có mo  
o c u r r e n   l o s   c a m b i o s   c o n f o r m a c i o n a l e s .  La   predi cción   es   qu e   o t r o s   e l e m e n t o s ,   t a l e s   como  
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m o d i f i c a c i o n e s   p o s t ‐t r a d u c c i o n a l e s ,   p r o b a b l e m e n t e   f o s f o r i l a c i ó n ,   o   interacciones   c o n  
p r o t e í n a s   a ú n   no   i d e n t i f i c a d a s ,   s o n   n e c e s a r i o s   p a r a   la   t r a n s i c i ó n   hacia   una   c o n f o r m a c i ó n  
a b i e r t a .  Tampoco   está   c l a r o   c u á l   es   el   papel   que   j u e g a   del   domi nio  SH2   en   la   a c t i v a c i ó n  
de   l a s   q u i m e r i n a s .  Se   p i e ns a   que   el   d o minio  SH2   i nter a c cio na   c o n   p r o t e í n a s   f o s f o r i l a d a s  
en   t i r o s i n a   y ,   probablem ente,   t a m b i é n   c o o p e r e   c o n   el   domini o   C1  en   la   as o c i a c i ó n   a  
membrana .   F i n a l m e n t e ,   este   m o d el o   describe   la   a c t i v a c i ó n   de   l a s   quimeri nas  
excl usivamente   en   la   me m brana   p l a s m á t i c a .  Sin   e mb a r go ,   v a r i o s   e s t u d i o s   m u e s t r a n   que  
l a s   quimerin a s   s e   t r a s l o c a n   tambi én   a   la   r e g i ó n   perinu clear,   donde   c o l o c a l i z a n   c o n  
m a r c a d o r e s   del   a p a r a t o   d e   Golgi   y   r e t í c u l o   endopla s mático 104 .   P o r   lo   t a n t o ,   cabe   p e n s a r  
que   e xi s t a n   m e c a n is m o s   de   r e g u l a c i ó n   a l t e r n a t i v o s   en   e s t o s   c o m p a r t i m e n to s  
i n t r a c e l u l a r e s .   
 
 
 
 
 
 
 
Figura   11 :   Modelo   d e   activación   d e   las   q u im e r i n a s. Las   quimerinas   se   e n c u en t ra n   en   el  
citoplasma   en   e s t a d o   inactivo.  Tras   la   estimulación   d e   rec ep t ore   a c opl a d o s   a   la   generac ión   d e  
DAG   se   desencaden an   señales   a ú n   desconocidas   q u e   p r o d uc e n   u n   cambio   alostérico   en   la  
proteína,   q u e   d e j a   expuesto   el   dominio  C1.  La   p r o t e í n a   ac t iva   migra   a   la   membrana,   d o n de   se  
u n e   al   DAG,   se   activa,   y   p ro c e d e   a   la   inactivación   d e   Rac.   (Modificado   d e   Colón ‐González   y  
Kazanietz , 2006 113 ).
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III.3.  RUTAS DE SEÑALIZACIÓN  REGULADAS POR LAS QUIMERINAS  
III.3.a. Las quimerinas como efectores de receptores tirosina quinasa y GPCRs. 
Las   quimerin a s   s e   a c t i v a n   p o r   el  DAG   g en e r a d o   en   r es p u e s t a   a   la   e s t i m u l a c i ó n   de  
r e c e p t o r e s   y   puede n   ten e r   un   papel   r e g u l a d o r   i m p o r t a n t e   en   l a s   r u t a s   de   s eñ a l i z a c i ó n  
a c t i v a d a s  p o r  este  s e gun d o  m e n s a j e r o .   
V a r i o s   e s t u d i o s   indican   que   la   β2‐q u i m e r i n a   es   un   e f e ct o r   de   EGFR   ( EGF 
receptor ) 111.  En   cé lulas   H eLa   y  COS,   la   e s t i m u l a c i ó n   c o n  EGF   i n d u c e   la   t r a s l o c a c i ó n   de  β2‐
quimeri na   de sde   el   ci topl asma   a   la   m e m b r a n a ,   la   a s o c i a c i ó n   c o n  Rac   y   la   co nsiguien te  
i n a c t i v a c i ó n   de   esta   GTPasa.   La   e l i m i na c i ó n   de   la   β2‐qui merin a   c o n   RNAi   a u m e n t a  
s i g n i f i c a t i v a m e n t e   la   d ur a ció n   de   la   a c t i v a c i ó n   de  Rac1   p o r   EGF,   sugiriendo   q ue   la   β2‐
quimeri na   s i r v e   como   m e ca nis mo   p a r a   l i m i t a r   la   a c t i v i d a d   d e   Rac   en   r e s p u e s t a   a   la  
a c t i v a c i ó n   d e   EGFR.   Está   c l a r o   que   la   a c t i v a c i ó n   d e   β2‐qui merin a   mediada   p o r   EGF   es  
depen dien te   de  DAG,   pue sto   que   s e   i mpide   la   t r a s l o c a c i ó n   d e   l a   β2‐qui meri na   tanto   a l  
d e l e c i o n a r   la   f o s f o l i p a s a   Cγ  (PLC γ),   pr oteína   que   g e ner a   DAG   t r a s   la   e s t i m u l a c i ó n   de l  
EGFR,   como   p o r   m u t a c i ó n   del   dominio  C1  de   la   quimerina.  Se   h a   descrito   un   mecanismo  
muy   s i m i l a r   p a r a   la   i s o f o r m a   α2‐q u i m e r i n a 113 .   Estos   r e s u l t a d o s   demuestr an   que   la  
a c t i v a c i ó n   d e l   e j e   PLC γ‐DAG   p o r   r e c e p t o r e s   tir o sina   q u i n a s a   a c t i v a   d i r ec t a m e n t e  
p r o t e í n a s  RacGAP,  lo  qu e  d e r i v a  en   una   a t e n u a c i ó n  d e  la  s e ñ a l  de  Rac   (Fi g.  11).  
Además   del   EGFR,   o t r a   f a m i l i a   de   r e c e p t o r e s   t i r o s i n a   q u i n a s a s   a s o c i a d o s   a   la  
a c t i v a c i ó n   d e   l a s   quimerin a s   s o n   l o s   receptores   de   efrinas .   La   α2‐quimeri na   s e   une   a l  
dominio   q u i n a s a   del   r e c e p t o r   EphA4   cuando   está   a c t i v a d o .   En   esta   u n i ó n   p a r t i c i p a   e l  
dominio  SH2   de   la   qui meri na   y   o t r o   s i t i o   de   u n i ó n   a di c i o n a l   s i n   i dentif i ca r .  La   a c t i v a c i ó n  
del   r e c e p t o r  EphA4   i n d u c e   un   r á p i d o   incremento   d e   la   f o s fo r i l a c i ó n   de   l a s   tirosinas   de  α2‐
quimeri na,   increme ntando   s u   a c t i v i d a d   GAP   hacia  Rac1.  Esta   r e g u l a c i ó n   de  Rac1   a   t r a v é s  
de   la   a c c i ó n   de  α2‐quim e rina   es   fundamental   en   la s   n e u r o n a s   m o t o r a s   p a r a   m o d u l a r   el  
c o l a p s o   del   cono   de   creci miento 114 ‐116 .  La  α1‐quimer ina   tambié n   puede   u ni r s e   a l   r e c e p t o r  
EphA4   p e r o ,   a   difere ncia   de   α2‐qui m erina,   la   u ni ó n   no   ne cesi ta   qu e   el   r e c e p t o r   esté  
a c t i v o  115 .  También   s e   ha   d e m o s t r a d o   que   la  β2‐q u i me r i n a   s e   un e   a   l o s   r e c e p t o r e s  EphA2  
y   EphA4.   La   u n i ó n   a l   r ec e p t o r   EphA4   regula   la   a c t i v i d a d   de   Rac1   en   r e s p u e s t a   a   la  
e s t i m u l a c i ó n   de   la   e f r i n a   A1.   Estos   d a to s   s u g i e r e n   que   la   β2‐ quimeri na   m e dia   en   la  
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inhibi ción   d e   la   m i g r a c i ó n   celular   i ndu cida   p o r   la   e f r ina  A1  a   t r a v é s   de   la   r e g u l a c i ó n   de  
Rac1 117 .  
Los  GPCRs   ( G protein‐coupled  receptors)   p ue de n   a c t i v a r   PLC β  y   g e n e r a r  DAG   a  
t r a v é s   de   la   v í a   de   l a s   p r o t e í n a s   h e t e r o t r i m é r i c a s   G q .  Estudios   r e c i e n t e s   u t i l i z a n d o  CXCL12  
(tam bién   con o cido   como   f a cto r   d e r i v a d o   de   l a s   c é l u l a s   del   e s t r o ma ‐1α  o   SDF ‐1α ),   una  
quimioq uina   e s t i m u l a d o r a   del   creci mientos   en   l i n f o c i t o s   B118 ,   m u e s t r a n   la   primera  
e v i d e n c i a   de   que   l a s   G PCRs   también   pueden   mo dular   la   a c t i v i d a d   de   l a s   q u i m e r i n a s .  
CXCL12   p r o m u e v e   la   t r a s l o c a c i ó n   d e   la   β2‐ qui merina   e n   c é l u l a s   J u r ka t 87   de   maner a  
depen dien te   de   DAG.   La   capaci dad   de   l a s   G PCRs   p a r a   r e g u l a r   la   l o c a l i z a c i ó n   de   l a s  
quimeri nas   v í a  DAG   s e   ha   d e m o s t r a d o   también   c o n   mAChR1   (rece pto r   de   acetilcolina  
m u s c a r í n i co   1),   un   r e c e p t o r   a c o p l a d o   a   G q ‐PLC β.   Estos   e s t u d i o s   demuestr an   que   la  
e s t i m u l a c i ó n   de   mAChR1   r eclu ta   la   i s o f o r m a  α1‐qui merina   hacia   la   mem brana   plasmáti ca  
de   l a s   n e u r o n a s   del   hipo campo   en   c u l t i v o ,   p r o c e s o   p o r   completo   depe ndi ente   d e   la  
g e n e r a c i ó n  d e  DAG  y  d e l  d o minio  C1 de  α1‐quimeri na 89 .  
Además   de   l o s   receptores   t i r o s i n a   q u i n a s a   y   G PCR,   l a s   quimerinas   a c t ú a n   como  
efectores   del  TCR  ( T cell receptor )   y   pa rticipan   en   el   c o n t r o l   de   la   a c t i v a c i ó n   d e l   f a c t o r   de  
t r a n s c r i p c i ó n   NFAT   t r a s   l a   estimula ci ón   del   TCR  m o d u l a n d o ,   tambié n,   la   a c t i v i d a d   de  
Rac 119 .   
III.3.b. Interacción con otras proteínas  
La   i n t e r a c c i ó n   de   l a s   quimeri nas   c o n   o t r a s   p r o t e í n a s   s e   ha   estudia do  
f u n d a m e n t a l m e n t e   en   l í n e a s   c e l u l a r e s   n e u r o n a l e s ,   donde   la   i s o f o r m a   α1‐quimeri na  
i n t e r a c c i o n a   c o n   p 3 5 .  Estas   d o s   p r o t e í n a s ,   junto   c o n  Cdk5 ,   forman   un   complej o   proteico  
que,   p r o b a b l em e n te ,   p a r t i c i p e   e n   la   c o o r d i n a c i ó n   d e l   remodela miento   d e   lo s   f i l a m e n t o s  
de   actina   de   l a s   neuronas 120.   Además,   Brown   et  al106   d e m o s t r a r o n   que   α2‐quimeri na  
a c t i v a   intera cciona   c o n   CRMP‐2  ( collapsin‐response mediator  protein‐2 )   y   Cdk5 ‐p 3 5   a  
t r a v é s   de   s u s   dominio  SH2   y   GAP   r e s p e c t i v a m e nt e .   Más   r e c i e n t e m e n t e ,   V a n   de   V e n  et 
al121  d e s c r i b i e r o n   que   la  α1‐quimeri na   está   presente   en   d e n dr i t a s   y   e s p i n a s   n e u r o n a l e s ,   y  
que   s e   u ne   c o n   la   subuni dad  NR2A  ( N MDA  [N‐methyl‐D‐aspartate] receptor subunit 2A),  
a s o c i a c i ó n   n e ces a r i a   p a r a   m o d u l a r   el   núm ero   de   e s p i n a s   n e u r o n a l e s .   Estos   h a l l a z g o s  
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s u g i e r e n   q ue   la   a c t i v i d a d   RacGAP   de   la   α‐ quimeri na   juega   un   i m p o r t a n t e   p a pel   de   la  
r e g u l a c i ó n  de  l a s  dinám ica s  del   creci mie nto  de  l a s  n e u r i t a s .  
Además   de   e s t a s   p r o t e í n a s   identificada s   en   n e u r o n a s ,   s e   ha   descrito   que  Tmp21 ‐
I ,   una   prote ína   t r a n s m e m b r a n a   loca lizada   en   la   r e d   cis‐ Golgi,   intera ccio na   c o n   la  
quimeri na  β2.  La   a s o c i a c i ó n   de   e s t a s   pr oteínas   s e   pr oduce   t r a s   la   e s t i m u l a c i ó n   celular   y   e s  
depen dien te   del   domi nio   C1105,112   ( F i g .   12).   Tmp21 ‐I  es   una   pr oteína   i m p l i c a d a   en   el  
tráfico   i n t r a c e l u l a r ,   lo   que   s u g i e r e   la   participa ción   de   l a s   q u i m er i n a s   el   c o n t r o l   de   l o s  
m e c a n i s mo s  de  t r a n s p o r t e  c e l ul a r .  
 
 
 
 
III.4.  FUNCIONES   BIOLÓGICAS  DE LAS QUIMERINAS.  
Las   funcione s   b i o l ó g i c a s   de   l a s   q u i m er i n a s   d e s c r i t a s   h a s t a   el   m o m e n to   e s t á n  
a s o c i a d a s   d i r e c t a m e n t e   co n   s u   capacida d   de   i n a c t i v a r   a  Rac,   parti ci pando   en   l a s   funciones  
c o n t r o l a d a s   p o r   esta   GTPasa:   o r g a n i z a c i ó n   d e l   cito squeleto   y   el   ci clo   ce lular,   en   v a r i o s  
s i s t e m a s   c e l ul a r e s .   N u m er o s a s   e v i d e n c i a s   e x p e r i m e n t a l e s   i nd ica n   qu e   l a s   quimeri nas  
inhibe n  e s t o s  e f e c t o s  m e d i a d o s  p o r  Rac.  
III.4.a. Quimerinas y el sistema nervioso 
La   función   m e j o r   e s t u d i a d a   de   l a s   q u i m er i n a s   es   s u   papel   como   r e g u l a d o r e s   cla v e  
de   la   dinám ica   del   citos quele to   en   n e u r o n a s .   Experim en t o s   en   m o d e l o s   celulares  
Figura   12:  Modelo   d e   interacción   d e   la   β2‐qu imerin a   co n   Tmp21 ‐I.  La   β2‐quimerina,   tras   su  
activación   por   P MA,   se   trasloca   d e l   citoplasma   a   la   memb rana   plasmática,   d o nd e   se   encargará   de  
la   activación   de  Rac,   o   al   c om p l e j o   d e   Golg i,   don d e   colocaliza   c on  Tmp21 ‐I.   (Adaptado   d e   W ang  
et al106 )  
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d e m o s t r a r o n   inicial mente   que   l a s   qui merinas  α1  y  α2  c o n t r o l a n   la   o r i e n t a c i ó n   del   c o n o  
de   creci miento   n e u r o n a l 106,120,122   y   m o d u l a n   la   d e n s i d a d   de   l a s   e s p i n a s   dend ríticas 89,121 .  
Estos   r e s u l t a do s   s e   h a n   c o r r o b o r a d o   r ec i e n t e m e n t e   a n a l i z a n d o   r a t o n e s  knock‐out  del   gen  
chn1 ,   que   no   e x p r e s a n   la   proteína   α2‐quimeri na   p o r   modificaci ones   en   el   e x ó n   6   ( α2‐
quimeri na ‐ / ‐ ) 114 ;   o t r o s   que   no   e x p r e s a n   ni   α1‐  ni   α2‐quimeri na   ( α‐ q u i m e r i n a ‐ / ‐ ) 115   p o r  
m o d i f i c a c i o n e s   en   el   e x ó n   7 ,   y   r a t o n e s  knock‐in  ( α‐ q u i m e r i n a m ut/m ut ) 115   q ue   pre s entan   una  
muta ción   pu ntual   c o n   p é r d i d a   de   f u n c i ó n   del   do minio   C1en   a m b a s   i s o f o rm a s .   Todos  
e s t o s   r a t o n e s   p r e s e n t a n   u n   fenotipo   ca racterísti co   c o m ú n ;   u n   t r a s t o r n o   de   la   marcha   q ue  
s e   manifiesta   c o n   un   movi miento   s i m u l t á n e o   de   l a s   p a t a s   tanto   d e l a nte r a s   co mo   t r a s e r a s ,  
en   v e z   de   la   a l t e r n a n c i a   característ ica   e n t r e   el   l a d o   i z q u i er d o   y   der echo 114,115 .  
H i s t o l ó g i c a m e n t e   t o d o s   l o s   r a t o n e s   t r a n s g é n i c o s   g e n e r a d o s   p r e s e n t a n   u n   f a l l o   en   el  
entre cruzam i ento   de   la   n e ur o na s   m o t o r a s   a   n i v e l   de   la   espina   d o r s a l ,   que   s e   produce   p o r  
la   a l t e r a c i ó n   de   la   s e ñ a l i z a ci ó n   me diada   p o r   l o s   r e c e p t o r e s   de   e f r i n a s   y   el   a u m e n t o   de  Rac  
a c t i v a d o  en  a us encia   de  la s  q u i m er i n a s 123  ( F i g .  13).  
 
 
 
 
 
Figura   13 :  Modelo   d e   la   actividad   d e  α2‐qu imerin a   en   la   señalización  Efrina   B3 /EphA4.   (A) Los  
ratones  knock‐out  d e   la  EphA4   y   d e  chn1  presentan   el   mismo   f e n o t ip o   causado   p o r   d ef e c t o s   en   las  
proyecciones   axonales,   un   trastorno   d e   la   m a r c h a   qu e   provoca   qu e   muevan   las   p a t a s   tanto  
delanteras   como   trasera   si multaneamente   en   vez   d e   alternativamente.   ( B )  Conducció n   d e l   axón  
mediado   p o r   la   efrina  B3   via  EphA4   y  α2‐quimerina   en   el   proceso   axonal   d e   la   p r o y e c c i ó n   d e   las  
n e u r o na s   cortic ales.   (C)  La   efrina  B3   se   u n a   al   r e c e p t o r  EphA4.  La  α2‐qu imerin a   se   u n a   a  EphA4   en  
presencia   d e   la   efrina  B3   y   su   actividad  RacGAP   aumenta.  La   quimerina   inactiva  Rac   i nd u c i en d o   el  
colapso  d e l   crecimiento   del   con o   axon al.   (Modificado   d e  Dalva  et al,  2007 124 ).  
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III.4.b. Quimerinas y el sistema inmune. 
Se   ha   d e s cr i t o   r e c i e n t e m e n t e   la   e xp r e s i ó n   de   α2‐  y   β2‐qui merin a   en   l i n f o c i t o s  
T124,125 .     En   e s t a s   células   tienen   u n   papel   i n h i b i t o r i o   en   el   contexto   de   l a s   s e ñ a l e s  
m e d i a d a s   po r   el  TCR,   reg ulando   nega tivamente   la   a c t i v a c i ó n   d e l   f a c t o r   de   tr anscripción  
NFAT 87,119 .    Además,   la   t r a s l o c a c i ó n   de   l a s   quimerina s   a   la   sinapsis   inmunológi ca   s u g i e r e  
que   e s t a s   p r o t e í n a s   t a m b i é n   p a r t i ci p a n   en   la   s e ñ a l i z a c i ó n   q ue   s e   g e ner a   t r a s   f o r m a r s e   l o s  
c o n j u g a d o s   entre   la   c é l u l a   p r e s e n t a d o r a   de   a n t í g e n o   y   la   cél ula   T.   Además   de   e s t a s  
funciones   a s o c i a d a s   a   la   a c t i v a c i ó n   del   TCR,   s e   ha   d e m o s t r a d o   que   la   β2‐quimeri na  
participa   en   el   c o n t r o l   de   la   m i g r a c i ó n   y   a d h e s i ó n   depen dien te   de   q u i m i o q u i n a s   T119 ,  
poniendo   d e   n u e v o   de   m a nif i e s to   la   i mpo r ta ncia   d e   l a s   q u i m er i n a s   en   el   co ntrol   de   la  
r e o r g a n i z a c i ó n  del  ci tosqu eleto  m e dia d a  p o r  Rac.  
III.4.c. Quimerinas y desarrollo. 
La   función   d e   l a s   quimeri nas   durante   el   d e s a r r o l l o   e m b r i o n a r i o   s e   ha   o b s e r va d o  
u t i l i z a n d o   un  knock‐down  del   gen  chn1  en   pez   cebr a.  El   p r o d u c t o   de   este   ge n   tiene   una  
alta   h o m o l o g í a   c o n   la   i s o f o r m a  α2‐qui m erina   de   m a m í f e r o .  Los   e mb r i o n e s  knock‐down  de  
chn1  m ue s tr a n   a n o m a l í a s   g r a v e s ,   p r o g r e s a n   m á s   rápidame nte   h a cia   e p i b o l i a   y   la   m a y o r í a  
de  l o s  e mbrio nes  m u e r e n  antes  d e l  d í a  5 87 .   
III.5.  ENFERMEDADES  ASOCIADAS CON ALTERACIONES DE LAS QUIMERINAS.  
Existe n   v a r i a s   enfermeda des   que   e s t á n   p o t e n ci a l me n t e   a s o c i a d a s   c o n   u n  
funcionami e nto   a n ó m a l o   de   l a s   q u i m er i n a s .   El   eje mplo   m á s   cl aro   es   el   síndrom e   de  
r e t r a c c i ó n   de   Duane ,   c o m p l ej a   a f e c c i ó n   co ngéni ta   a u t o s ó m i c a   d o m i n a n t e   d e l  
movimiento   de   l o s   o jo s   c a u s a d a   p o r   una   i n e r v a c i ó n   a n ó m a l a   de   l o s   m ú s c u l o s  
e x t r a o c u l a r e s   p o r   l o s   a x o n e s   de   l a s   n e u r o n a s   m o t o r a s 126 .   Miyake  et al127,128   e n c o n t r a r o n  
muta ciones   d e   c a m b i o s   de   sentido   en   el   gen  CHN1 ,   q ue   s e   a s o c i a b a n   c o n   el   d e s a r r o l l o   de  
la   enferme da d.  Las   mu taci ones   a p a r e c e n   a   lo   l a r g o   de   toda   la   se cuen cia   codif icante   del  
gen,   a f e c t a n d o   tanto   a l   p l e ga mi e n to   d e   la   proteína  α2‐quim erin a .  Todas   l a s   muta ciones  
d e s c r i t a s   h a s t a   el   m o m e n to   c o n f i e r e n   a   la   proteína   una   gananci a   de   función   que   s e   v e  
r e f l e j a d a   en   una   m a y o r   a c t i v i d a d  RacGAP   y   un   aumento   de   la   e f i ci e n c i a   de   t r a s l o c a c i ó n   a  
membrana 129 .   La   i s o f o r m a   β2‐qui meri na   t a m b i é n   p o d r í a   p a r t i c i p a r   en   la   a p a r i c i ó n   d e  
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t r a s t o r n o s   n e u r o l ó g i c o s ;   a s í ,   s e   ha   o b s e r v a d o   que   el   a l e l o   G   del   p o l i m o r f i s m o   c.611A>G  
(p.H203R)   ( r s 3 7 50103)   del   gen   CHN2  s e   a s o c i a   c o n   la   s u s c e p t i b i l i d a d   a   padecer  
e s q u i z o f r e n i a 129 .  
En   un   e s t u d i o   de   diabete s   f a m i l i a r   s e   o b s e r v ó   una   t r a s l o c a c i ó n   c r o m o s ó m i c a  de 
novo  [t(7;19)(p15.2;p13.2)]   que   i nterr umpe   l o s   ge nes   INS  y   CHN2 ,   p r o d u c i e n d o   una  
haploinsufici encia   y ,   p o r   t a n t o ,   un a   d i s m i n u c i ó n   de   s u   e x p r e s i ó n .   Los   pacien tes  
p r e s e n t a b a n   r e s i s t e n c i a   a   l a   i n s u l i n a ,   qu e   s e r í a   e x p l i c a d a   p o r   la   h a p l o i n s u f i c i e n ci a   del   ge n  
INS ,   y   p r o b l e m a s   de   d e s a r r o l l o   p r e   y   p o s t n a t a l ,   p r o b a b l e m e n t e   d ebido   a   l o s   p r o b l e m a s   en  
el   gen  CHN2 .  En   un   e s t u d i o   de   a s o c i a c i ó n   gené tica   r e l a c i o n a d a   c o n   la   n e f r o p a t í a   diabéti ca  
s e   d e s c r i b i e r o n   21  g e n e s ,   entre   l o s   qu e   s e   e n c o n t r a b a   el   gen  CHN2  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  
a s o c i a d o s   c o n   esta   e n f e r me d a d 130 .  También   s e   ha   p o s t u l a d o   qu e   la  β2‐ qui m erina   pu ede  
s e r   r e l e v a n t e   en   la   ate rogén esis   a l   p a r t i c i p a r   en   el   c o n tr o l   de   la   m i g r a c i ó n   y   la  
p r o l i f e r a c i ó n   de   l a s   célul a s   de   múscu lo   l i s o   v a s c u l a r 131 .   P o r   ú l t i m o ,   existen   e v i d e n c i a s  
s u g i e r e n   qu e   β2‐quim er ina   desempe ña   un   papel   importante   en   la   t r a n s f o r m a c i ó n  
m a l i g n a .    
III.6.  LAS QUIMERINAS  Y  EL CÁNCER.  
Está   a m p l i a m e n t e   a c e p t a d o   que   Rac   y   o t r a s   p r o t e í n a s   Rho   GTPasas   j u e g a n  
papeles   c r í ti c o s   en   la   r e g u l a c i ó n   d e   la   m o r f o l o g í a ,   movimiento   y   p r o l i f e r a c i ó n   c e l ul a r ,  
e v e n t o s   c u y a   desregula ció n   es   crucial   p a r a   el   d e s a r r o l l o   del   cá n cer   y   s u   p r o gr e s i ó n 132 .  
Rac1   y   s u   v a ri a n t e   de  splicing ,  Rac1b,   e s tá n   s o b r e e x p r e s a d a s   o   h ip e r a c t i v a d a s   en   v a r i o s  
t i p o s   de   cánc er   en   h u m a n o s 133 .   N a t u r a l m e n t e ,   la   r e g u l a c i ó n   n e g a t i v a   de   la   activ ida d   d e  
Rac   ha   s i d o   e x p l o r a d a   c o m o   t e r a p i a   en   la   l u c h a   c o n t r a   el   c á n ce r 32,33 .   Es   r a z o n a b l e  
hipoteti zar   que   l a s   q u i m e r i n a s ,   como   o tr a s  RhoGAPs,   p o s e e n   capacidades   como   p r o t e í n a s  
s u p r e s o r a s  de  t u m o r e s ,  y   una  a c u m u l a ci ó n  d e  e v i d e nc i a s  a p o y a  e s ta  h i p ó t e s i s .   
La   primera   a so c i a c i ó n   entr e   l a s   quimerinas   y   el   cáncer   s e   describió   en   un   estudio  
p a r a   i d e n t i f i c a r   genes   c o n   e x p r e s i ó n   di ferencial   en   t e j i d o   n o r m a l   y   a s t r o c i t o m a s   de   b a j o  
g r a d o   en   c o m p a r a c i ó n   c o n   g l i o b l a s t o m a s 134 .   Este   estudio   r e v e l ó   la   disminución   de   la  
e x p r e s i ó n   de   β2‐quimeri n a   en   g l i o b l a s t o m a s ,   descubrimien to   qu e   r e s p a l d a   el   papel   de  
esta   p r o t e í n a   como   ge n   s u p r e s o r   de   tu mores   e   i mplica n   q ue   la   d e s r e g u l a c i ó n   de   la  
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a c t i v i d a d   de   Rac   p ue de   j u g a r   un   pa pel   en   la   p r o g r e s i ó n   de   l o s   cánceres   cerebrales  
h u m a n o s   ( F i g .  14A).  
Así   m i s m o ,   l o s   n i v e l e s   de   mRNA   de  β2‐ quimeri na   en   tumores   y   e n   l í n e a s   cel ul a r es  
de   cánc er   de   mama   de   h u m a n o s   s o n   significativame nte   m e n o r e s   que   en   t e j i d o   y   células  
n o r m a l e s ,   sugiriendo   el   pa pel   de   l a s   qui merinas   en   la   s u p r e s i ó n   t u m o r a l 90 .  Apoyando   esta  
h i p ó t e s i s ,   la   t r a n s f e c c i ó n   del   dominio   GAP   de  β2‐q u i m e r i n a   en   células   de   ca rcinoma   de  
mama   de   r a t ó n   reduce   lo s   n i v e l e s   de   p r o l i f e r a c i ó n   y   la   capacidad   i n v a s i v a   de   l a s   células  
t u m o r a l e s   in  vitro 91,135,136 .   En   esta   m i s m a   l í n e a ,   la   e x p r e s i ó n   ectópica   de   β2‐quimeri na  
indu ce   la   p a r a d a   del   cic lo   celular   en   f a s e   G 0/G 1  e   i n h i be   la   p r o l i f e r a c i ó n   de   l a s   células   d e  
cáncer   de   ma ma   MCF ‐7   de   m a n e r a   dep endien te   d e   l a   a c t i v i d a d  RacGAP.  La   r e d u c c i ó n   de  
l o s   n i v e l e s   d e  Rac ‐ GTP   p o r   e x p r e s i ó n   de   l a s   qui me rinas   en   esta s   células   s e   c o r r e l a c i o n a  
c o n   la   d i s m i n u c i ó n   d e   la   e xp r e s i ó n   de   c i c l i n a  D1,   r e d uc c i ó n   de   l o s   n i v e l e s   de   f o s f o r i l a c i ó n  
de   pRb   ( p r o t e í n a   Retinob las t o m a )   e   inhibi ción   de   la   t r a n s i c i ó n   de   G 1  a   S  en   el   ciclo  
celular 136  ( F i g .  14B.)  
 
 
 
 
Figura   14 :  Resúmen   gráfico   d e   los   es tu d ios   de   la  β2‐qu imerin a   y   su   as o c i a c ió n   c on   cáncer.   (A)  
Mientras   qu e   los   tumores  de novo  d e l   sistema   nervioso   cen t ral   presentan   aumento   de  EGFR,   los  
tumores   s e c un d a r i o s   presen tan,   entre   otras   variaciones,   disminución   d e   la   expresión   d e   β2‐
quimerina.   ( B )  En   c á nc e r   d e   mama   también   se   observa   disminución   d e   la   expresión.  Cuando   se  
sobreexpresan   en   líneas   celulares   tumorales   la  β2‐quimerina,   se   aprecia   u n a   disminución   d e   la  
proliferación,   migración   y   metástasis   d e   estas   líneas   cancerígenas.     (C)   La   eliminación   d e   la  
expresión   d e   la   β2‐quimerina   en   células   del   epitelio   o c u l a r   d e  D. melanogaster  hace   q u e   las  
células   pierdan   las   union es   adherentes  y   favorec en   la   invasión.
A Glioblastomas  
B  Cáncer  d e  mama  
C Drossophila 
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Se   ha   s e ñ a l a d o   el   pa pel   c r u c i a l   d e  Rac   como   m e d i a do r   de   la   r e s p u e s t a   a   f a c t o r e s  
de   creci miento   en   cáncer es   de   m a m a .   EGF   y   HRG   (Heregul ina   β)   c a u s a n   a u m e n t o s  
s i g n i f i c a t i v o s   en   l o s   n i v e l e s   de  Rac ‐ GTP   en   l a s   l í n e a s   de   cán cer   de   mama   MCF7   y  T‐4 7D,   y  
p r o m u e v e n   l a   m i g r a c i ó n   de   l a s   cél ula s   de   cán cer   de   mama   y   l a   p r o l i f e r a c i ó n   de   una  
m a n e r a   depe ndien te   de  Rac1.  A  difere ncia   de  EGF,   el   efecto   de   HRG   s o b r e   la   a c t i v i d a d   de  
Rac   s e   manti ene.  β2‐qui m erina   inhi be   l a   m i g r a c i ó n   y   p r o l i f e r a c i ó n   indu cidas   po r   HRG   en  
células   de   cá ncer   d e   m a m a   a   t r a v é s   de   la   inactivació n   de  Rac,   s e ñ a l a n d o   un   pa pel   de   es ta  
proteína   β2‐ quimeri na   en   la   interrupci ó n   de   la   respuesta   dep e ndien te   de  Rac   mediada  
p o r  f a c t o r e s   de  c r e c i mi e n t o 91,135 .   
No   existen   e n   la   a c t u a l i d a d   e s t u d i o s   en   m o d e l o s   de   m a m í f e r o s   que   a n a l i c e n   el  
papel   s u p r e s o r   de   tumores   de   l a s   q u i m e r i n a s .   Sin   e m b a r g o ,   un   estudio   r e a l i z a d o   en  
Drosophila  a po y a   esta   fu nción.  El   epi t elio   del   o j o   d e  Drosophila  s e   ha   u t i l i z a d o   como   un  
m o d e l o   p a r a   e s t u d i a r   el   d e s a r r o l l l o   del   canc er   p o r q u e   es   un   epi t elio   en   el   qu e   s e   pue de  
a n a l i z a r   f a c i l m e n t e   la   p r o l i f e r a c i ó n   y   a d h e s i o n   c e l u l a r e s ,   y   la   s e ñ a l i z a c i ó n   des de  EGF   a   la  
ruta   de  ERK   es   muy   i m p o r t a n t e .  La   e l i mi n a c i o n   del   único   ge n   qu e   codifica   l a s   quimeri nas  
en  Drosophila  produce   un   aumento   de   la   p r o l i f e r a c i ó n   celular   p o r   a c t i v a c i ó n   de   la   ruta   de  
ERK   y   s e   g e n er a n   uniones   inter celulare s   a b e r r a n t e s ,   c a m b i o s   qu e   s o n   consiste ntes   c o n   la  
t r a n s i c i ó n   a   un   fe notipo   t u m o r a l 137 .  Este   halla zgo   s i t u a   d e   n ue v o   a   l a s   q u i m e r i n a s   como   
una  mole cula  c l a v e   en   en   c o n t r o l  de   la  a ct i v a c i ó n  de  Rac   media da   p o r  EGF   ( F i g .  14C).   
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I. HIPÓTESIS 
La   β2‐quime rina,   codificada   p o r   el   gen   CHN2 ,   tienen   funcion es   de   regulaci ó n  
n e g a t i v a   d e   l a   Rho   GTPasa   Rac.  Del   c o r r e c t o   eq uil ibrio   entre   l a   proteína   Rac   a c t i v a   e  
i n a c t i v a   de pe nden   mul titu d   de   p r o ce s o s   c e l u l a r e s ,   y   s u   d e s r e g u l a ci ó n   está   i m p l i c a d a   e n  
d i v e r s a s  enfe rmedades   co mo  el   cánc er.  
Existe n  n ume r o s o s  e j e m p l o s  de   GEFs   d e  l a s  Rho  GTPasas  que  s o n   oncogenes   ( V a v ,  
Trio,   LARG,  Dbl).   Es   p o r   tanto   lógico   p e n s a r   que   l a s   p r o t e í n a s   GAP,   en   o p o s i c i ó n   a   l o s  
GEFs,   p ue da n   a c t u a r   como   genes   s u p r e s o r e s   de   t u m o r e s .   De   h e c h o ,   e xi s t e n   v a r i o s  
e j e m p l o s   de   p r o t e í n a s   GAP   c o n   esta   función.   El   m á s   c o n o c i d o   es   N F1,   proteína   GAP  
específi ca   de  Ras   cuya   i n a c t i v a c i ó n   produce   n e u r o f i b r o m a t o s i s 138 .  Dentro   de   l a s   p r o t e í n a s  
GAP   e s p e c í f i c a s   de   la   f a m i l i a  Rho,  DLC‐1  ( Deleted in Liver Cancer 1 )   cum ple   c l a r o s   c r i t e r i o s  
de   ge n   s u p r e s o r   de   t u m o r e s .  Está   lo cali zado   en   el   c r o m o s o m a   8 p21 ‐22  en   h u ma no s ,   una  
r e g i ó n   cromo s ómica   que   s e   dele ciona   frecue nte men te   en   alg uno s   t i p o s   de   cá ncer   como  
el   de   m a m a ,   c o l o n ,   h í g a d o ,   pulmón   y   p r ó s t a t a 139 .  Además,   s e   o b ser v a   d i s m i n u c i ó n   de   la  
e x p r e s i ó n   d e   esta   p r o t e í n a   en   d i v e r s o s   t e j i d o s   t u m o r a l e s   r e s p e c t o   a   tejido   s a no .  Otros  
e j e m p l o s   de   genes  RhoGAP   i m p l i c a d o s   en   el   d e s a r r o l l o   de   cáncer   s o n   el   gen  GRAF,   que  
a p a r e c e   del e cionado   o   m uta do   en   e l   s í n d r o m e   m i e l o d i s p l á s i c o ;  BCR,   cuyo   dominio   GAP  
de   la   p r o t e í n a   s e   pierde   e n   l a s   proteína s   de   f u s i ó n  BCR‐ABL  p r o d u c i d a s   t r a s   la   t r a s l o c a c i ó n  
y   f o r m a c i ó n   del   c r o m o s o m a   F i l a d e l f i a ;   y   el   gen  RhoGAPp190 ,   l o c a l i z a d o   en   un a   r e g i ó n   que  
s e  dele ciona   y  r e c o m b i n a   en  glio mas  y   a s t r o c i t o m a s 140  141 .  
En   el   c a s o   de   l a s   q u i m e r i n a s ,   l o s   d a t o s   d e s c r i t o s   en   el   a p a r t a d o   a n t e r i o r   a p o y a n   la  
h i p ó t e s i s   de   que   la   dismi nución   d e   la   a c t i v i d a d   d e   e s t a s   p r o t e í n a s   en   t u m o r e s   no   es   un  
hecho   m e r a m e n t e   cir cun stancial   s i n o   que   l a s   q u i m er i n a s ,   en   co ncreto   la   i s o f o r m a  β2,   s o n  
una   de   l a s   m ú l t i p l e s   m o l é c u l a s   i m p l i c a da s   en   la   t r a n s f o r m a c i ó n   m a l i g n a .  Sin   e m b a r g o ,   no  
existe   n ingú n   estudio   q ue   c o r r o b o r e   la   función   de   e s t a s   p r o t e í n a s   como   s u p r e s o r e s   de  
t u m o r e s .   
P a r a   que   l a s   a l t e r a c i o n e s   en   un   gen   s u p r e s o r   de   tu mores   d e r i v e n   en   u n   p r o c e s o  
tumorigé nico ,   n o r m a l m e n t e   deb e   c u m pl ir s e   la   h i p ó t e s i s   del   d o b l e   i mpa c to   de  Knudson142 .  
Esta   t e o r í a   implica   q ue   a m b o s   a l e l o s   del   gen   de b en   e s t a r   a f e c t a d o s   antes   de   que   el  
p r o c e s o   tum o rigénico   s e   m a n i f i e s t e .  Se   necesi ta   el   s i l e n c i a m i e n t o   completo   d e l   gen   p a r a  
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que   e l   p r o c e s o   c a n c e r í g e no   o c u r r a   y a   que   en   c o n d i c i o n e s   d e   h a p l o i n s u f i c i e n ci a ,   el   a l e l o  
n o r m a l   s u p l e   la   c a r e n ci a   del   a l e l o   a l t e r a d o .   Existe n   múl tipl es   a l t e r a c i o n e s   en   un   ge n  
s u p r e s o r   de   t u m o r e s .   La   a p a r i c i ó n   de   a l t e r a c i o n e s   c r o m o s ó m i c a s   en   un   l o c u s   genéti co  
que   i ncl uy e   un   g e n   s u p r e s o r   de   t u m o r e s   es   una   de   l a s   a l t e r a c i o n e s   m á s   f r ecue ntes.  
Además,   es   c o m ú n   q ue   a pa r ezca n   mu taciones   i n a c t i v a d o r a s   y   a l t e r a c i o n e s   e pigené tica s  
que   s i l e n c i a n   el   g e n.  Los   e s t u d i o s   qu e   a n a l i c e n   la   e x i s t e n c i a   d e   e s t a s   a l t e r a c i o n e s   en   e l  
gen  CHN2 s o n  práctica me nte  i ne x i s t e n t e s .  
II. OBJETIVOS.  
Ante   es tas   p r e m i s a s ,   y   teni endo   en   cue n ta   l o s   d a t o s   e x p u e s t o s   en   l a  Introdu cció n,  
el   o b j e t i v o   g e ner a l   de   este   t r a b a j o   s e   ce ntró   en   a n a l i z a r   la   p r e s e n c i a   de   a l t e r a c i o n e s   en   el  
gen  CHN2 qu e  p u d i e r a n  a s o c i a r s e  c o n  la  a p a r i c i ó n  y  d e s a r r o l l o  de  c á n ce r .  
 
1.  Búsqueda   de   m u t a c i o n e s   patogéni cas   del   gen   CHN2  en   m u e s t r a s   de   tumor   de  
distintos   tipo s  de   cánc er.  
2.  Análisis   de   l o s   n i v e l e s   de   t r a n s c r i p ci ó n   del   gen   CHN2  en   l ínea s   celular es  
c a n c e r í ge n a s .  
3 .  Estudio   d e   lo s   mecanismo s   de   regula ci ó n   del   p r o m o to r   del   ge n  CHN2:  me tilaci ón  
del  p r o m o t o r .  
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I. Plásmido s.  
La   f o r m a   s a l v a j e   de   la   GTPasa  Rac1   s u b c l o n a d a   en   el   v e c t o r   de   e x p r e s i ó n   pCEFL ‐
AU5   fue   o b s e q u i o   del  Dr.   P .   Crespo   (Departa men t o   de   Biología   M o l e c u l a r ,  Unidad   de  
Biomedicina   de   la   Univer sida d   de   Cantabria ‐CSIC,   Santander ).   El   v e c t o r   d e   e x p r e s i ó n  
c o d i f i c a n do   el   dominio   de   u n i ó n   a   GTPasa   (dominio  RBD: Rac‐binding domain )   de   PAK1  
f u s i o n a d o   a   GST   (pGEX ‐PAK1RBD)   fue   obtenido   del  Dr.  R.  A.  Cerione   (Cornell  University,  
Itaca,  N Y,  EE.UU).   
Los   v e c t o r e s   de   e x p r e s i ó n   p a r a   l a s   isoformas   comple tas  β2  y  β1  d e   l a s   quimeri nas  
a s í   como   l a s  i s o f o r m a s   truncadas   ( β2‐CHNdel   ex4 ‐ 6 ,   β2‐CHNdel   e x 6 p ‐12pB,   β1‐CHNdel  
e x 7 p   y  β2‐CHNdel   e x 7 p11)   s e   g e n e r a r o n   median te   l a   amplificaci ó n   a   p a r t i r   del   gen  CHN2 
de   l o s   f r a g m e n t o s   c o r r e s p o n d i e n t e s   p o r   PCR   a n i d ada .   P a r a   e l l o ,   s e   r e a l i z ó   una   primera  
PCR   c o n   o l i g o n u c l e ó t i d o s   e x t e r n o s   s ob r e   el   cDNA   del   tránscrito   c o r r e s p o n d i e n t e   ( β2  y  
β1).  Se   utili za ron  0,5  μL  de l   producto   de   esta   PCR   como   m o l d e   p a r a   la   segunda   PCR,   en   la  
c u a l   s e   u t i l i z a r o n   o l i g o n u c l e ó t i d o s   má s   i n t e r n o s   en   l o s   que   s e   incluyó   la   s e c u e n c i a   d e   la  
enzima   de   r e s t r i c c i ó n  EcoRI.  Los   o l i g o n u c l e ó t i d o s   u t i l i z a d o s   en   ca da   c a s o   s e   i n d i c a n   en   la  
tabla  1.  Las  c o n d i c i o n e s   d e  PCR  f u e r o n   5 5  ˚C de  a ni ll a miento ,  40   c i clo s  y  2’  d e  e xt e n s i ó n .  
 
 
Oligonucle ót ido   Nombre  PCR  Secuenci a  
Producto   de   l a  
PCR 
β2‐ e x ‐ F   β2‐CHN  
e x t e r n a  
5’  ‐  GCT   GAG  CGA   GCA   GCG  ACG  CGA   G  ‐  3’   1492   p b  Anidada  
β2  e x t e r n a  β‐ e x ‐R  5’  ‐ CTG  TGT  CAA CTT  G GA  TGG  TGC  ‐  3’  
β 1 ‐ e x ‐ F   β1‐CHN  
e x t e r n a   
5’  ‐  G GT  TCG  AAA ATC CTG  ACA GCA  CAG  ‐  3’   1125   p b  Anidada  
β1  e x t e r n a  β‐ e x ‐R  5’  ‐ CTG  TGT  CAA CTT  G GA  TGG  TGC  ‐  3’  
β2‐ i n ‐Eco ‐ F   β2‐CHN  
Anidada 
5’  ‐  GAA  TTC  GCG  TCC AGC  AAC TCC AG  ‐  3’   1419   p b  Anidada  
β2  inte rna  β‐ i n ‐R  5  ‐  GCG   GAA  TTC TTA  GAA  TAA AAC  GTC  TTC  GTT  ‐
’β 1 ‐ i n ‐Eco ‐ F   β1‐CHN  
Anidada 
5’  ‐  GAA  TTC TCT  GAA   GAA  CTG  TGG  C ‐  3’   1006   p b  Anidada  
β1  inte rna  β‐ i n ‐R  5’ ‐  GCG   GAA  TTC TTA  GAA  TAA AAC  GTC  TTC  GTT  ‐
’ 
Tras   la   amplificación,   c l o n a m o s   l a s   PCRs   específicas   c o r r e s p o n d i e n t e s   a   l o s  
distintos   t r á n s c r i t o s   en   el   v e c t o r  pGEM‐T®  Easy  (P ro mega)   ( F i g .  15A).  Las   reacciones   d e  
l i g a c i ó n   f u e r o n   utili zadas   p a r a   la   t r a n s f o r m a c i ó n   de   la   cepa   ba cteri a na   co mpe te nte  DH5α,  
Tabla   1 :  Oligonu cleó t id os   y   c o n d i c io n es   de  PCR  utilizados   en   la   amplificación   p o r  PCR  a n i d a d a   d e  
l o s  tránscrito s  d e l   gen  CHN2. ( F:  Forward ;  R: Reverse ) .  
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10%   de   s u e r o   f e t a l   b o v i n o   (FBS)   y  1%   de   peni cilina ‐ estreptomi cina   (Cambrex ),   a   exce pción  
del   medio   MEGM   p a r a   el   cultivo   de   l a s   células   MCF10A,   que   s e   suplementó   c o n   s u e r o   de  
c a b a l l o ,   i n s u l in a ,   EGF   e   h i d r o c o r t i s o n a 1 4 3 .   Todas   l a s   células   u t i l i z a d a s   pres entan   una  
m o r f o l o g í a  epitelial  y  u n   crecimie nto  a dheren te  a  la  p l a c a .  
 
 
Procede nc i a   Línea   ce l u l a r   Código  ATCC Tipo   ce l u l a r   Medio   de   c u l t i vo
Glándu l a  
mamaria  
AU565   1 4 4   CRL‐2351   Adenocarcinoma.   RPMI  1640  
BT ‐ 474   1 4 5   HTB ‐20  Carcinoma   d u c t a l   i n v a s i v o .    RPMI  1640   
BT ‐ 549   1 4 6   HTB ‐122  Carcinoma   d u c t a l   i n v a s i v o ,   p a p i l a r .   RPMI  1640   
MCF10A   1 4 7   CRL‐10317   Cultivo   d e   g lá n du la   mamaria   s a na .   MEGM®  BulletKit 
HS578T   1 4 4   HTB ‐126    Carcinoma.    DMEM  
LY2   1 4 8   ‐  Carcinoma   d u c t a l   i n v a s i v o .    DMEM   
HBL100   1 4 9   ‐ 
Células   tumorigénicas   d e   m a ma  s a n a ,  
productora   d e   le che .  
RPMI  1640  
MCF7   1 5 0   HTB ‐22   Carcinoma   d u c t a l   i n v a s i v o .    DMEM  
MDA‐MB415   1 5 1   HTB ‐128   Adenocarcinoma.   DMEM   
HCC2185   1 52   ‐  Carcinoma   l o b u l a r   me tastásico.   RPMI  1640  
HCC1569   1 5 3   CRL‐2330   Carcinoma   m e t a s t á s i c o   primario.    RPMI  1640   
HCC1937   1 5 3   CRL‐2336   Carcinoma   d u c t a l   primario.    DMEM  
Cerebro  
SH‐SY5Y   15 4   CRL‐2266   N e u r o b l a s t o m a .    DMEM   
LN‐ 443   1 5 5   ‐  G lioblastoma.   DMEM   
A  172   1 5 6   CRL‐1620   G lioblastoma.   DMEM   
T  898   1 5 7   ‐  G lioblastoma.   DMEM   
LN‐229   1 5 8   CRL‐2611   G lioblastoma.   DMEM   
LN‐ 18   1 5 9   CRL‐2610   G lioblastoma.   DMEM   
Riñón   COS‐ 1   CRL‐1650   Fibroblastos.    DMEM   
 
III. MANIPULACIÓN DE LOS  ÁCIDOS  NUCLEICOS.  
III.1.  EXTRACCIÓN  DE DNA Y  RNA. 
III.1.a. Extracción de DNA. 
P a r a   la   e x t r a c c i ó n   d e   DNA   de   s a n g r e   p e r i f é r i c a ,   s e   u t i l i z a r o n   10  ml   de   s a n g r e  
periférica   qu e   s e   o b t u v o   p o r   p r o c e d i mi e n t o s   r u t i n a r i o s   en   el   H o s p i t a l  Universitar i o   de  
Salamanca .   La   s a n g r e   s e   r e c o g i ó   en   tubos   c o n   EDTA  y   s e   mantuvo   4 °   C  h a s t a   s u  
p r o c e s a m i e n t o ,  que  s e  r e a l i z ó  d e n tr o  de  l a s  p r i m e r a s  24  h o r a s  t r a s  la  extra cción.   
Tabla   2:   Características   d e   las   líneas   celu lares   utilizadas   en   este   trabajo.   Los   datos   fueron  
extraídos   d e   las   bases   d e   d a tos  ATCC y  DMSZ.   
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Las   células   m o n o n u c l e a d a s   s e   r e c o g i e ro n   de   la   i n t e r f a s e   obtenida   t r a s   centrifu gar  
la   s a n g r e   a  1500 ‐2000  g.   A  continua ci ón   s e   a ñ a d i ó   agua   bidestil ada   e s t é r i l   p a r a   p r o v o car  
la   l i s i s   o s m ó t i c a   de   l o s   e r itr o c i t o s   a r r a s t r a d o s   en   el   p a s o   a n t e r i o r.  El   b o t ó n   ce lular,   que  
contie ne   ún icamente   l a s   c é l u l a s   n u c l e a da s ,   s e   r e s u s p e n d i ó   e n   t a m p ó n   FORNACE   (0.25   M  
Sacaros a ;   50   mM  Tris ‐HCl   p H 7 . 5 ;  25   m M   KCl;   5   mM   M gCl 2)   a l   qu e   s e   a ñ a d i ó  10  mM   de  
EDTA,   50   mg /ml   de   p r o t e i n a s a   K   y  1%   de  SDS,   y   s e   i ncubó   a    5 5 °  C  durante   8 ‐16   h o r a s .  El  
DNA   s e   p ur i f i có   p o r   el   m é t o d o   de   e xt r a c c i ó n   de  DNA   c o n   f eno l   y   c l o r o f o r m o   descrito   p o r  
Chomczynski  y  Sacchi159.  El  DNA   s e   pre c ipitó   c o n   a l c o h o l   a b s o l u t o ,   s e   l a v ó   c o n   e t a no l   a l  
70%  y  s e  r e s u s p e n d i ó  e n  a gua  bi destila da.  Este  DNA   en  d i s o l u c i ó n  s e  a l m a c e n ó   a  ‐20°  C.   
Las   m u e s t r a s   de   t e j i d o s   f u e r o n   r e c o g i d a s   en   el   H o s p i t a l   Universita r i o   de  
Salamanca   y   s e   c o n s e r v a r o n   a   ‐ 80°   C  h a s t a   s u   u t i l i z a c i ó n .   P a r a   obtener   el   DNA,   l a s  
m u e s t r a s   de   tejido   s e   h o m o g e n e i za r o n   en   t a m pó n   FORNACE   u t i l i z a n d o   un   Politron .  Al  
tejido   h o m o g e n e i za d o   s e   le   a ñ a d i ó   EDTA  10  mM,   p r o t e i n a s a   K   50   mg/ml   y   SDS  1%,  
i n c u b á n d o s e   la   mezcla   a   5 5 °   C  durante   8 ‐16h.   El   DNA   s e   purificó   p o r   el   método   de  
e x t r a c c i ó n   de  DNA   c o n  f e n o l  y  c l o r o f o r m o  como  s e  i ndica  a nter io r .  
Las   células   en   cul tivo   en   una   placa   de   10  cm   c o n   una   conflue n cia   del   90%   s e  
l a v a r o n   c o n   PBS   y   s e   r e c o g i e r o n   en   FORNACE   c o n  10  mM  EDTA,   50   mg/ml   p r o t e i n a s a   K   y  
1%  SDS,    p r o c e s á n d o s e  p a r a  la  obte nció n  del  DNA.  
III.1.b. Extracción del RNA. 
El  RNA   t o t a l   s e   o b t u v o   de   l o s   c u l t i v o s   celulares   util i zando   el   r e a c t i v o  TRIzol®  LS 
(Invitrog e n ™ ) .   
III.2. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).  
Tanto   p a r a   la   amplificaci ó n   de   DNA   genómi co,   como   p a r a   la   amplificació n   de  
cDNA,   s e   utilizó   el   s i s t e m a   de  PCR Master Mix 2x  (P r o mega).  Los   o l i g o n u c l e ó t i d o s  forward 
y   reverse  s e   a ñ a d i e r o n   a   una   c o n c e n t r a c i ó n   f i n a l   0,5   μM   y   u t i l i z a m o s   100  ng   de  DNA  
m o l d e .  
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III.2.a. PCR de Transcripción inversa (RT‐PCR).  
P a r a   la   s í n t e s i s   de   cDNA   s e   util izó   e l   kit   ImProm‐IITM  Reverse  Transcription 
System  (P ro mega)   siguie ndo   l a s   esp ecifica ciones   del   f a b r i c a n t e .   Utilizamo s   Oligo  dT,  
o l i g o n u c l e ó t i do  que  a n i l l a   en  la   c o l a  p o l iA  de   l o s  RNAs  m e n s a j e r o s .   
Los   t r á n s c r i t o s   d e r i v a d o s   de   la   β1  y   β2‐qui merina   f u e r o n   a m p l i f i c a d o s   p o r   PCR  
a n i d a d a  u t i l i z a n d o  l o s  o l i g o n u c l e ó t i d o s  y  l a s  condi cio nes  de  PCR  d e s cr i to s  en  la   tabla  1.  
P a r a   c o m p r o b a r   que   la   s í n t e s i s   de   cDNA   s e   h a b í a   r e a l i z a d o   c o n   é xito ,   s e   a m p l i f i c ó  
p o r   PCR   el   producto   del   ge n   de   la  GAPDH,   gen   que   s e   e x p r e s a   constitu tivamen te   en   t o d o s  
l o s  t e j i d o s  (Tabla  3).  
 
 
Oligonu cl e ó ti d os   Secuenci a   Condicio ne s  PCR 
GAPDH‐ F   5’ ‐ CCA CCC ATG   GCA  AAT TCC ATG   GCA  ‐ 3´   55   °C   anillamie n to  
30   cic los  
30’'   e x t e n s ión  GAPDH‐R  5´ ‐ TCT AGA  CGG  CAG  GTC  AGG  TCC ACC ‐ 3´  
IV. ANÁLISIS  MUTACIONAL DEL GEN CHN2. 
IV.1.  SELECCIÓN DE LOS CASOS A ESTUDIO. 
P a r a   la   búsqueda   de   m ut a cio ne s   en   el   gen  CHN2  s e   u t i l i z a r o n   m u e s t r a s   de  DNA  
p r o c e d e n t e s   de   s a n g r e   periférica   de   23   pacientes   c o n   s í n d r o m e   mielodisplá s ico   (SMD)  
f a c i l i t a d a s   p o r   el   Servicio   de   H e m a t o l o g í a   del   H o s p i t a l   Clínico   de   Salamanca ,   b a j o  
consenti miento   i n f o r m a d o   de   l o s   pacien tes   y   c u m p l i e n d o   l a s   n o r m a s   l e g a l e s   p a r a  
Estudios   Clínico s   en   España   y   l a s   d e l   Comité   de   Éti ca   del   H o s p i t a l   Univer sit a r i o   de  
Salamanca .   Del   m i s m o   modo   utili za mos   DNA   e x t r a í d o   de   25   m u e s t r a s   d e   tu mor   de  
pacien tes   d i a g n o s t i c a d o s   c o n   g l i o b l a s t o m a   m u l ti f o r m e   en   el  Servicio   de   Ne ur ocirugía   del  
H o s p i t a l  Clíni co   de  Salama nca   y   90   m u e s tr a s   de  DNA   de   t u m o r e s   e s p o r á d i c o s   de   mama  
p r o c e d e n t e s   del  Servi cio  d e  Oncologí a  d e l  H o s p i t a l  Clínico  d e  Salamanca .  
IV.2. AMPLIFICACIÓN  DEL GEN CHN2 POR PCR. 
Tabla   3 :  Secuen cia   d e   oligonucleótidos   u t i li z a d o s   en   la   am plific ación   de   l o s   tránscrito s   d e l   gen  
d e   la  GAPDH. 
  
Material y Métodos 
Página
64
 
El   gen  CHN2  contie ne  13   e x o n e s .  Se   a mp l i f i c a r o n   t o d o s   l o s   exones   codifican tes  
del   gen  CHN2 ,   junto   a   z o n a s   i n t r ó n i c a s   f l a n q u e a n t e s   a   e s t o s   e x o n e s .   Estos   f r a g m e n t o s   s e  
a m p l i f i c a r o n   p o r   PCR   c o n v e n c i o n a l   uti lizando   l o s   o l i g o n u c l eó t i d o s   y   l a s   condiciones   de  
PCR  d e s c r i t a s  en  la  tabla  4 .  
 
 
Oligonucle ót ido   Secuenci a   Producto  
d e   l a  PCR
Condicio ne s  PCR 
Chim   e x 1 ‐ F   5’ ‐ ATC TGG  TGG  AGC  AGG  AAG  TGC  A ‐ 3’   326pb  
Exón  1 
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 1 ‐R  5’  ‐ AGC   G GG  CGG   GAT   GGC  CAC AGG  TA –   3’  
Chim   e x2 ‐ F   5’  ‐  G GA  CAG  ACT  GTT   GTT  CCT CCA  G   –   3’   218   p b  
Exón  2 
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x2 ‐R  5’  ‐ CTT  GTG  TGC  ACA TCG  CTG  GCA   –   3’  
Chim   e x 3 ‐ F   5’  ‐ TGA   GAT   GTA  CTT AGG  TGG  AAA T  –   3’   229   p b  
Exón   3  
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 3 ‐R  5’  ‐ TCC CTC CAC TCT CTA CAT AGT   GCT   –   3’  
Chim   e x 4 ‐ F   5’  ‐ ATT ACT ACC AGG  ACC CTA  GTT  C  –   3’   241   p b  
Exón   4  
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 4 ‐R  5’  ‐ CAA TAG  ACA TAT  GAT   GAT  GAC   –   3’  
Chim   e x 5 ‐ F   5’  ‐ TGT   G GT  CCT TAT TCT  GTA  TGT   G GT  ‐  3’   266   p b  
Exón   5  
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 5 ‐R  5’  ‐ TGT  TAT  GTA  TAC TCT  GCT  ACA AT ‐  3’  
Chim   e x 6 ‐ F   5’  ‐ TAT CAT TCC ACA CTG  TGC  TTA T ‐  3’   433   p b  
Exón   6  
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 6 ‐R  5’  ‐ TCA  GCA  AAT CGC  ACC TAT AGT   –   3’  
Chim   e x 7 ‐ F   5’   –   G G GT  TCG  AAA ATC CTG  ACA  GCA  CAG  –   3’   413   p b  
Exón   7  
60   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 7 ‐R  5’  ‐  GAC  TTT ACA  GTC  AGA  AAC CAG  ACG  –   3’  
Chim   e x 8 ‐ F   5’  ‐ TCA TTG  ACA TGT  CTG  AGG  CTA CCT  –   3’   219   p b  
Exón   8  
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 8 ‐R  5’  ‐ TCC AGC  TCA  GCA  CAG  TGG  CAT  –   3’  
Chim   e x 9 ‐ F   5’  ‐ ACG   G GA  TAG  ATG  TTC CAG  AGA   –   3’   385   p b  
Exón   9  
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 9 ‐R  5’  ‐ ACT CTG  TTT CCT TGA  CAA CTG  TA  –   3’  
Chim   e x 1 0 ‐ F   5’  ‐ TGT  AGT  ATA  GAC   GTG  AAA TTA  GT   –   3’   225   p b  
Exón  10 
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 1 0 ‐R  5’  ‐ TAC TTC CAA TCG  AGA  AGG  GTG  TT  –   3’  
Chim   e x 1 1 ‐ F   5’  ‐ TCT  GTA  CAT  GCC  TTG   GTG  AAA T  –   3’   268   p b  
Exón  11 
60   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 1 1 ‐R  5’  ‐ TAT CTG  AAG   GTC  AAA AGC  ACT  –   3’  
Chim   e x 12 ‐ F   5’  ‐ CAT  GAA  TTT ATT AGA  ATC CTT C  –   3’   282   p b  
Exón  12 
55   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 12 ‐R  5’  ‐ TCC TCA TGC  ATT AAC CGC  TCT  –   3’  
Chim   e x 1 3 ‐ F   5’  ‐ CTT ACA TAC ATA ATC AAT AC  –   3’   293   p b  
Exón  13  
63   °C   anillamie n to                 
35   cic los     1'   e x t e n s ión  Chim   e x 1 3 ‐R  5’  ‐ CAA CTT  G GA  TGG  TGC  TGG  G GC   –   3’  
IV.3.  DETECCIÓN DE MUTACIONES MEDIANTE CSGE . 
Los   f r a g m e n t o s   a m p l i f i c a do s   f u e r o n   s o metido s   a   a n á l i s i s   CSGE  ( Conformation 
Sensitive  Gel  Electrophoresis )   sigui en do   la   t é c n i c a   descrita   p o r   Orita160 ,   c o n   alguna s  
m o d i f i c a c i o n e s .   Los   p r o du c t o s   de   PCR   s e   d e s n a t u r a l i z a n   a   9 5   °C   y   s e   renaturalizan  
Tabla   4 :  Oligonu cleó t id os   y   c o n d i c io n es   de   PCR utilizados   en   la   amplificación   d e   los  
exones   y   d e   las   secu en cias   intrónicas   f la n q ue a n t es   del   gen   CHN2.  ( F: Forward ;   R: 
Reverse) .  
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disminuye nd o   la   tempe r atura   1°C   p o r   m i n u t o ,   p a r a   permitir   la   f o r m a c i ó n   de  
heterodú plex   en   el   c a s o   de   i n d i v i d u o s   heterocig o tos   (apareamiento   e n t r e   cadenas  
c o m p l e m e n t a r i a s   que   d i f i e r e n   en   una   p o r c i ó n   muy   pequ eña   de   s u   secue nci a)   (Fi g.  16).  
Tras   e s e   p r o c e s o ,   l a s   m u e s t r a s   s e   so met iero n   a   una   e l e c t r o f o r e s i s   en   geles   de   acrilamida  
parcialme nte   d e s n a t u r a l i z a n t e s .  Los   h o m o d ú p l e x   y   heterodúpl ex   s e   v i s u a l i z a r o n   mediante  
tinción   d e   pla ta   de   l o s   geles   utilizando   e l   kit  DNA Silver Staining  (Amershan).  Las   PCRs   que  
p r e s e n t a r o n   un   p a t r ó n   de   migra ci ó n   d i f e r e n ci a l   entre   l o s   distintos   p a cie nt e s   s e  
s e c u e n c i a r o n  utili zando  lo s  o l i g o n u c l e ó ti d o s  d e s c r i t o s  en  la   tabla  4 .   
 
 
 
 
 
 
V. ESTUDIOS POBLACIONALES  DE POLIMORFISMOS  DEL GEN CHN2. 
V.1.  POBLACIÓN  ESTUDIADA. 
Se   r e a l i z a r o n   e s t u d i o s   p o b l a c i o n a l e s   en   tres   g r u p o s   d e   p o b l a c i o n e s:   pacien tes   c o n  
cáncer,   paci entes   f u m a d o r e s   y   pacien tes   a l c o h ó l i c o s ;   y   se   c o m p a r a r o n   s o n   las  
p o b l a c i o n e s   c o n t r o l   c o r r e s p o n d i e n t e s:   p o b l a c i ó n   s i n   cáncer,   p o b l a c i ó n   no   f u m a d o r a ,  
Figura   1 6 :   Esquema   d e   la   formación   d e   Heterodúple x tras   la   desnat uralización   y   p os t e r i o r  
renaturalización   del   p r od uc t o   d e   PCR.  Las   h e b r a s  madre ,   tras   la   desnaturalización,   pu ed en  
renaturalizarse   c o n   su   h e b r a   complementaria   c o r r e s p on d ie n t e ,   o   con   la   h e b r a   complementaria  
d e l   otro   alelo.   Si   existe   u n   cambio   de   nucleótido   en   heterocigosis   d e n t r o   d e l   fra g m e n t o  
amplificado,   la   renaturalización   p u ed e   g e ner a r  Heteroduplex,   es   d ec i r   apareamiento   entre   d os  
h e b r a s   qu e   son   comp lementarias   en   tod os   los   n uc l eót i d o s   excepto   u n o,   gen e ran d o   u n  
desapareamiento   en   este   p u n to ,   lo   q u e   genera   u n   camb io   en   la   conformación   d e l   DNA,  
d e t e c ta b l e  p o r  CSGE.  
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p o b l a c i ó n   no   c o n s u m i d o r a   de   a l c o h o l .   Las   m u e s t r a s   de   sangre   periférica   p a r a   e s t o s  
e s t u d i o s   f u e r o n   obtenidas   p r e v i o   consentimi ento   i n f o r m a d o ,   siguiendo   l a s   n o r m a s   l e g a l e s  
p a r a  Estudio s  Clínicos   de  España   y   l a s   del  Comité   d e   Ética   d e l   H o s pita l  Universita r i o   de  
Salamanca .   Se   r e c o p i l ó   la   i n f o r m a c i ó n   r e l e v a n t e   p a r a   el   estudio   (e dad,   s e x o ,  
a n t e c e d e n t e s   f a m i l i a r e s )   p r o t e g i e n d o   s i e m p r e   la   p r i v a c i d a d   y   el   a n o n i m a t o   de   cada  
i n d i v i d u o .    
V.1.a. Estudios poblacionales en cáncer. 
Se   s e l e c c i o n a r o n   tres   g r u p o s   de   p a cie nt e s   c o n   cáncer   p a r a   l o s   e s t u d i o s  
p o b l a c i o n a l e s   (Tabla   5 ) .  Se   e s t u d i a r o n  23   i n d i v i d u o s   c o n  Síndrom e   M i e l o d i s p l á s i c o   (SMD),  
144   muestra s   de   s a n g r e   periférica   de   i n d i v i d u o s   d i a g n o s t i c a d o s   de   t u m o r e s   del  Siste ma  
N e r v i o s o   Central   (SNC)   que   s e   d i v i d i e r o n   en   tres   g r u p o s:   m e n i n g i o m a s ,   a s t r o c i t o m a s  
a n a p l á s i c o s   y   g l i o b l a s t o m a s   m u l t i f o r m e s ;   y  214   m u e s t r a s   de   s a n gr e   periférica   de   mujeres  
d i a g n o s t i c a d a s  de  cá ncer   de  ma ma  e s p o r á d i c o .  
 Como   grupo   c o n t r o l   s e   e s t u d i a r o n  218   i n d i v i d u o s   c o n   e d a d   s u p e r i o r   a   50   año s  
que   no  p r e s e nt a r a n  h i s to r i a  p e r s o n a l  ni   f a m i l i a r  de  cá ncer   de   ning ú n  ti po.   
 
 
Casos  
Edad   Sexo  
Media   Mediana   Mujeres   Hombres  
Síndro me   m ie l od i s p l á s i c o   ‐  8   (36,3% )   14   (63,6% )  
Tumores  SNC  60,8   ±13,4   63   75   (52,8% )   67   (47,2%)  
‐Astrocito m a s   55,5   ±12,4   55   9   (40,9% )   13   (59,1%)  
‐Meningio m a s   62,1   ±14,4   64,5   54   (72%)   21  (28%)  
‐Glioblas t o m a s   61,3   ±11,9   64   12  33  
Cáncer   de   mama   56,1   ±13,2   57   213   (100%) 0  (0%)  
Controle s   >   50   153   (70,1%)   65   (29,8% )  
V.1.b. Estudios poblacionales en drogodependencias (tabaquismo y alcoholismo). 
Se   e s t u d i a r o n   188   indiv iduos   f u m a d o r e s   s e l e c c i o n a d o s   en   el   Servicio   de  
N e u m o l o g í a   del   H o s p i t a l   Universita r i o   de   Salamanca   (Tabla   6).   Se   c o n s i d e r ó   f u m a d o r ,  
según   cr i ter i o   de   la  OMS   (O rganiza c i ó n   M u n d i a l   d e   la  Salud),   a   a q u e l l o s   i n d iv i d u o s   que  
Tabla   5 :  Tabla   resumen   d e   las   características   d e   los   grupos   d e   c á n ce r   y   el   grupo   co nt ro l.  Datos  
d e   la   e d a d   y   de   la   distribución   p o r   sexos   d e   los   grupos.  Se   i n d i c a   la   media   d e   e d a d   y   desviación  
estándar.  
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f u m a b a n   d i a r i a m e n t e   d ur a nte   a l   m e n o s   un   mes   antes   de   la   e x t r a c c i ó n   de   la   m u e s t r a .  Se  
r e c o g i e r o n   d a to s   de   la   ca ntidad   de   c i g a r r i l l o s   que   f u m a n   a l   d í a .  Debido   a   l a s   c o n d i c i o n e s  
s o c i o c u l t u r a l e s ,   l o s   f u m a d o r e s   mayores   de   6 5   a ño s   r e c o p i l a d o s   f u e r o n   e xc l u s i v a m e n t e  
v a r o n e s .  
Como   grupo   c o n t r o l   s e   e s t u d i a r o n   198   i n d i v i d uo s   que   no   h u b i e r a n   fumado   d e  
m a n e r a   r e g u l a r   y   no   p a d e c í a n   nin gu na   e n f e r me d a d   g r a v e   r e l e v a n t e   ni   p r e s e n t a b a n  
a d i c c i ó n  a  ni n guna  o t r a  s u s ta n c i a   ( d r o g a s ,  a l c o h o l ) .  
 
 
 
Casos  
Edad   Sexo   Cigarrillos  
Media   Mediana   Mujeres   Hombres   Media   Mediana  
F u m a d o re s   59,5   ±18,8   66   54   (28,72%)   134   (71,28%)   26,3   ±11,1   20 
>   65   a ñ o s   76   ±6,5   76   0  (0%)   95   (100%)   27,2   ±10,7   20 
≤  65   a ñ o s   42   ±9,5   40   54   (58,06%)   39   (41,94% )   25,2   ±11,4   20 
>20   cigarrillos/día   60,2   ±17,7   67   15   (21,13%)   56   ( 78,87% )   37   ±9,3   40  
>20   cigarrillos/día   60,2   ±19,6   67   36   (34,95% )   67   (65,05%)   18,8   ±3,5   20 
Controle s   46   ±18,8   42   51   (25,76% )   147   (74,24%)   ‐  ‐ 
 
Así   m i s m o   s e   e s t u d i a r o n  279   i n d i v i d u o s   a l c o h ó l i c o s   s e l e c c i o n a d o s   en   la  Unidad   de  
Alcoholism o   del   Servicio   de   Medi cina   Interna   del   H o s p i t a l   Universitar i o   de   Salamanca  
(Tabla   7 ).  Se   c o n s i d e r a r o n   como   i n d i v i d u o s   a l c o h ó l i c o s   p a c i e n t e s   que   c o n s u m í a n   m á s   de  
120  g   de   e t a n o l   a l   d í a ,   con   un   c o n s u m o   continuado   de   a l   m e n o s   l o s  10  años   anterio r es   a  
la   e x t r a c c i ó n   de   la   m u e s t r a .  Dentro   de   l o s   a l c o h ó l i c o s ,   s e   a g r u p a r o n   en   a b u s a d o r e s   y  
depen dien tes   del   a l c o h o l   siguiendo   l o s   c r i t e r i o s   DSM ‐IV   e xpu es to s   p o r   la   Asociaci ó n  
Americana   d e   P s i q u i a t r í a   (APA).   Debido   a   l a s   ca r a c t e r í s t i c a s   sociocultur a les   de   la  
p o b l a c i ó n   e s t u d i a d a ,   la   m a y o r í a   de   l o s   a l c o h ó l i c o s   qu e   l l e g a n   a   l a s   c o n s u l t a s   mé dicas   s o n  
v a r o n e s ,   p o r   lo   que   la   p o b l a c i ó n   s e l e c c i o n a d a   tant o   p a r a   el   grupo   de   c a s o s   como   el   d e  
c o n t r o l e s   es   m a s c u l i n a ,   a   f i n   de   no   c o m e t e r   u n   e r r o r   de   s e s g o   p o r   s e x o .   Se   u t i l i z a r o n  
como   contro les   143   v a ro n e s     s a n o s ,   sin   a n t e c e d e n t e s   de   a l c o h o l i s m o   ni   p e r s o n a l e s   ni  
f a m i l i a r e s ,  y  c o n  un  c o n s u mo  de  a l c o h o l  d i a r i o  i n f e r i o r  a  l o s  10 g r a m o s .  
 
Tabla   6 :  Distribució n   de   lo s   fu m ado res   y   los   co n t ro les   utilizados   en   este   e s t u d i o ,   p o r   ed ad ,   s e xo  
y   nú mero   d e   cigarrillos   fu m ad o s   al   día.  Los   casos   se   ag ruparon ,   a   su   vez,   s e g ú n   la   ed ad:   mayores  
y   menores   d e   6 5   a ñ o s;   y   según   el   número   d e   cigarrillos   f u m a d o s   al   día:   hasta  20  cigarrillos   o   má s  
d e   20.   Las   medias   d e   e d a d   y   el   número   d e   cigarrillos   vienen   a c o m pañ a d a s   d e   la   desviación  
e s t á n d a r   correspondien te.  
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Casos  
Edad   Sexo  
Media   Mediana   Mujeres   Hombres  
Alcohóli co s   51,99   ±12,4   52   0  (0%)   279   (100%)  
‐Abusad o res   58,50   ±11,622   59   0  (0%)   101  (100%)  
‐Depend ie n te s   48,29   ±11,474   48   0  (0%)   178   (100%)  
Controle s   46,13   ±19,714   40   0  (0%)   143   (100%)  
V.2. GENOTIPADO DE LOS POLIMORFISMOS  DEL GEN CHN2. 
V.2.a. Análisis de los polimorfismos por longitud de los fragmentos de restricción (RFLP).  
El   p o l i m o r f i s m o   IVS5+7C>T   s e   estudió   median te   d i g e s t i ó n   del   pr oducto   de   PCR  
del   e x ó n   5   (265   pb)   c o n   la   enzima   de   r e s t r i c c i ó n  HhaI  (Fer men tas) .   Esta   e nzi m a   reconoce  
la   secue ncia   GCGC,    prese nte   en   e l   a l e l o  T   y   a u s e n t e   en   el   a l e l o  C.  En   el   c a s o   del   ge notip o  
TT,   la   di gesti ó n   c o n  HhaI  genera   d o s   f r a g m e n t o s   de  177   y   8 9   pb   y   en   el   del   ge notipo  CC,  
s e   genera   u n   f r a g m e n t o   único   de   265   pb.   En   e l   c a s o   de   u n   heterocigo to   p a r a   el  
p o l i m o r f i s m o  (CT),  s e  o b t e n d r á n  l o s   3  f r a gmento s   ( F i g .  17A).    
El   p o l i m o r f i s m o   c.366A>G   ( p.S122S) ,   l o c a l i z a d o   e n   el   e x ó n   6 ,    s e   e s tudió   m e dia nte  
d i g e s t i ó n   del   producto   de   PCR   ( 4 31   pb)   c o n   la   e n z i m a   de   r e s t r i c c i ó n  TaqI  (Fer mentas)   q ue  
reconoce   la   s ecue ncia  TCGA   presente   e n   el   a l e l o  A  y   a u s e n t e   e n   el   a l e l o   G.   En   el   c a s o   del  
genotipo   AA,   la   enzima   c o r t a r í a   en   a m b o s   a l e l o s ,   producien do   d o s   f r a g m e n t o s   de  
r e s t r i c c i ó n   d e   135   y   298   pb,   m i e n t r a s   que   en   el   genotipo   G G,   la   e n z i m a   n o   c o r t a r í a ,  
mante niéndo se   el   f r a g m e n t o   ínte gro   de   4 31   pb.    En   el   c a s o   del   genotipo   he terocigoto  
p a r a  el  p o l i m o r f i s m o  (GA),  s e  obte ndría n  l o s  tres  f r a g m e n t o s   ( F i g .  17B).  
 
 
Tabla   7 :  Distribució n   de   los   a l c o h ó lic os   y   lo s   c on t r o l es   utilizados   en   est e   estudio,  
p o r   e d ad ,   s e xo   y,   en   el   caso   d e   l o s   f u m ad o r e s ,   s i gu i en do   l o s   criterios  DSM‐IV  d e  
la  Asociación  Americana   d e  Psiquiatría,   s e g ú n   s e an   abusado res   o   d ep e nd i en t es  
d e l   alcohol.   La   media   d e   ed ad   viene   aco m p a ñ ad a   d e   la   desviación   estándar  
correspondiente.  
Figura   1 7 :  Análisis   d e   los   p o l i m o r f is mo s   IVS5+7C>T   y   c.366A>G   ( p.S122S) por   l o n g it u d   de   l o s  
fragmentos   d e   restricción.   (A)  Electroforesis   d e   la   digestión   c on   en z ima   H h aI   de   PCRs   d e l   exón   5  
d e l   g en  CHN2 .   ( B ) .    Electroforesis   d e   la   digestión   c on   la   enzima   d e   rest ricción  TaqI   de   PCRs   d e l  
exón   6   d e l  CHN2.  
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líquida   de   i nter ca mbio   i ó nico   en   f a s e   r e v e r s a 161   a c o p l a d o   a l   s o f t w a r e   de   a n á l i s i s  
( Navigator ,  Sistema   WAVE,  Transgenomi c).   P a r a   e l l o ,   s e   amplificó   el   e x ó n   7   del   gen  CHN2 
y   l o s   p r o d u c t o s   de   PCR   f u e r o n   d e s n a t u r a l i z a d o s   y   r e n a t u r a l i z a d o s   p a r a   permitir   la  
f o r m a c i ó n   de  heterodúplex.  Se   i n y e c t a r o n   e s t a s   m u e s t r a s   una   primera   v e z   en   la   columna  
de   d H PLC,   a   una   tem pera tura   de   d e s n a t u r a l i z a c i ó n   a j u s t a d a   de   5 9 ,2°   C.   La   elución   s e  
r e a l i z ó   c o n   a ceta to   de   t r i et i l a m o n i o   (TEAA)   y   c o n c e nt r a c i o n e s   cr ecientes   d e   a ce t o n i tr i l o .  
Los  heterodúplex  s e   eluye n   antes   que   l o s  homodúplex   puesto   q ue   tiene n   un a   u n i ó n   m á s  
débil   a   la   matriz,   debido   a   s u   c o n f i g u r a c i ó n   m á s   a b i e r t a   c a u s a d a   p o r   el   d e s a p a r e a m i e n t o  
de  b a s e s .  
Aunque   este   s i s t e m a   pu ed e   d i s c r i m i n a r   en   la   m a y o r í a   de   l o s   c a s o s ,   no   s ó l o   entre  
h o m o c i g o t o s   de   h e t e r o c i g o t o s ,   s i n o   también   e n t r e   h o m o c i g o t o s ,   no   o c u r r e   a s í   en   n u e s t r o  
e n s a y o .   P o r   e l l o ,   p a r a   p o der   d i s c r i m in a r   entr e   h o mo cigo to s   AA  y   h o m o c i g o t o s   G G,  
t u v i m o s   que   g e n e r a r   he te rocigotos   a r t i f i c i a l e s .  Se   uti lizó   el   produ c to   de   PCR   de   un   c o n tr o l  
homocigoto  AA  cuya   secu encia   com ple ta   s e   c o n o c í a   p o r   s e c u e n c i a c i ó n   a u t o m á t i c a ,   y   s e  
m e z c l ó   en   u na   p r o p o r c i ó n   1:1  c o n   a q u e l l a s   m u e s t r a s   identifica das   como   homocigota s   
t r a s   la   primera   s e p a r a c i ó n   p o r   d H PLC.   P o s t e r i o r m e n t e ,   e s t a s   mezclas   f u e r o n  
d e s n a t u r a l i z a da s   y   r e n a t u r a l i z a d a s ,   e   inyecta das   de   n u e v o   en   el   d H PLC.   En   este   c a s o ,  
a q u e l l a s   m u e s t r a s   que   a p a r e c i e r a n   co mo   h o m o c i g o t o s   c o r r e s p o n d e r í a n   a   h o m o c i g o t o s  
AA,   y   l a s   h e t e r o c i g o t a s  artificiales  en   r ea l i d a d   c o r r e s p o n d e r í a n   a   homocigoto s   GG   (Fi g.  
19).  
 
 
 
Figura   19 :  Genotipado   d e l   p o l im o r f is m o   c.611A>G   (p.H203R). Discriminación   alélica   mediante  
dHPLC.  En   el   p a n e l   superior,   g r á f i c o   c o n   patron es   diferenciales   d e   un a   muestra   h o m o c i g o t a   (1  
p i c o )   y   u n a   h et e r o c i g o ta  AG   (2   p i c o s ) .  En   el   p a n e l   inferior,   g r á f i c o   c on   patron es   diferenciales   de  
h o m o c i g ot o   AA  (1   p ic o )   y   homocigoto   GG   (2   p i c o s)   tras   la   mezcla   d e   las   muestras   c o n   u na  
muestra   homocigota  AA c o n tr o l   positivo.  
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V.2.d. Análisis estadístico en los estudios de asociación. 
Se   co mprobó,   median te   el   t e s t   de  Chi ‐ cuadrado   d e  Pearson,   que   l o s   g r u p o s   d e  
pacien tes   y   c o n t r o l e s   c u m p l í a n   el   e quilibrio   Hardy‐Weinberg  (HWE),   es   decir,   que  
p r e s e n t a n  un a  d i s t r i b u c i ó n  p o b l a c i o n a l   p r o p i a  de  un a  p o b l a c i ó n   p a n m í c t i c a .  
El   a n á l i s i s   es tadístico   d e   la   distribución   de   frecue ncias   genotípi cas   y   de  
a g r u p a c i ó n   d e   g e n o t i p o s   de   l o s   p o l i m o r f i s m o s   e s t u d i a d o s   del   gen  CHN2  s e   l l e v ó   a   cabo  
median te   el   empleo   de   t a b l a s   de   conti ngen cia   y   el   t e s t   de  Chi ‐c u a d r a d o   de  Pearson  en   el  
p r o g r a m a  SPSS  15.0.  Cuando   la   frecue ncia   genotí pi ca   del   genoti po   m e n o s   f r e c u e n t e   fue  
i n f e r i o r   a l   5 % ,   s e   r e a g r u p a n   l o s   d a t o s   e n   a g r u p a c i o n e s   genotí pica s.  Si   t r a s   la   a g r u p a c i ó n   la  
f r e c u e n c i a   s i g u e   siendo   i nf er io r   a l   5 % ,   el   a n á l i s i s   estadístico   s e   r e a l i z a   c o n   el   t e s t   d e  
Fischer .  Se   c o n s i d e r a r o n   r e s u l t a d o s   e s t a d í s t i c a me n t e   significa tivos   a q u e l l o s   pa r a   l o s   que  
la   p r o b a b i l i d a d   e r a   m e n o r   del   5 %   ( p<0.05).  Cuando   el   v a l o r   de  p  fue   s i g n i f i c a t i v o ,   s e   h a l l ó  
el   v a l o r  Odss ratio ,   que   e x p r e s a   la   p r o ba b i l i d a d   de   q ue   un   s u c e s o   o c u r r a   frente   a   que   no  
o c u r r a ,   en   n u e s t r o   c a s o ,   la   p r o b a b i l i d a d   de   que   u n   individuo   que   p o r t e   u n   genotipo  
a s o c i a d o  c o n   una  enf erme dad,  s u f r a  es a  e n f e r m e d a d,  f r e n t e  a   un  i n d i v i d uo  no   p o r t a d o r .  
VI. Transfecci o n e s   trans itorias   y   e s t i m u l a c i ó n   celular.   
P a r a   l o s   e x p e r i m e n t o s   de   i n m u n o f l u o r e s c e n c i a   y   l o s   e n s a y o s   de   pull‐down 
transfecta mos   células   COS‐1  c o n   e l   r e a c t i v o   FuGe ne®   6   (Roche )   sigui endo   l a s  
i n s t r u c c i o n e s   p r o p o r c i o n a d a s   p o r   el   fabricante.   Se   utilizó   una   p r o p o r c i ó n   
FuGe ne/plás mido   d e   3:1.   En   l o s   c a s o s   i n d i c a d o s ,   4 8 h   d e s p u és   de   la   t r a n s f e c c i ó n   l a s  
células   s e   p r i v a r o n   de   s u e r o   durante  12  h o r a s   y   p o s t e r i o r m e n t e   s e   e s t i m u l a r o n    c o n   3  μM  
PMA   (Fo r bo l  12‐m i r i s t a t o  13 ‐a c e t a t o )  (Sigma)  d ur a n te  15   minu to s.  
VII. Microscop í a   c o n f o c a l   e   i n m u n of l u o r es c e n c i a   i n d i r e c t a.  
Utilizamos   la   línea   celula r   COS‐1  que   s e   h a b í a   crecido   s o b r e   c u b r e o b j e to s  
circulares   de   12  m m   de   d i á m e tr o .   Cuando   e s t a s   cél ulas   a l c a n z a r o n   u na   confluen cia  
adecuada   (50%),   f u e r o n   t r a n s f e c t a d a s   de   m a n e r a   t r a n s i t o r i a   c o n   l a s   cons trucciones   
c o r r e s p o n d i e n t e s   en   l o s   v e c t o r e s   pEGFP   o   pCEFL ‐FLAG.   4 8   h o r a s   d e s pu é s   de   la  
t r a n s f e c c i ó n   l a s   células   s e   s o m e t i e r o n   a   l o s   t r a t a m i e n t o s   e n   l o s   c a s o s   i n d i c a d o s ,   s e  
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l a v a r o n   c o n   PBS   y   s e   f i j a r o n   c o n   f o r m a l d e h i d o   a l   3 , 7 %   en   PBS   durante   15   min.   A 
contin uación,   s e   p e r m e a b i l i z a r o n   c o n   Tritón   X ‐100  (Boehring e r   Man nhei m)   a l   0,5%   en  
PBS   durante  10  min   y   s e   l a v a r o n   c o n   PBS.   La   d e t e c c i ó n   de   l a s   pr oteínas   e t i qu e t a d a s   c o n  
el   epítopo   FLAG   s e   r e a l i z ó   median te   i n c u b a c i ó n   c o n   el   a n t i c u e r p o   p r i m a r i o   anti ‐FLAG   M2  
Mo no clo nal   (Sigma)   (1:1000)   en   PBS   c o n  BSA  (1mg/ml ).  El   a n t i c u e r p o   s e c u n d a r i o   utilizado  
fue   anti ‐ Mo u s e   IgG  Alexa   F l u o r   4 8 8   (Alexa)   a   u na   c o n c e n t r a ci ó n   de  1:400   en   el   m i s m o  
t a m p ó n .   Las   p r o t e í n a s   e t i q u e t a d a s   c o n   EGFP   s e   v i s u a l i z a r o n   dire ctame nte   e n   el  
m i c r o s c o p i o .   P a r a   teñir   l o s   n ú c l e o s   de   l a s   c é l u l a s ,   s e   incubaro n   l o s   c r i s t a l e s   c o n   una  
d i l u c i ó n   1/10000   de   DAPI   (diclorhi drato   de   4 ' , 6 ‐diamidi no ‐2‐f e n i l i n d o l )   (Roche ).  
F i n a l m e n t e ,   l a s   p r e p a r a c i o n e s   f u e r o n   m o n t a d a s   s o b r e   p o r t a o b j e t o s   utilizando   el   r e a c t i v o  
Mowiol (Calbi ochem ).   
Las   células   f u e r o n   a n a l i z a d a s   median te   microsco pía   c o n f o c a l ,   utilizando   un  
m i c r o s c o p i o  LEICA SP5   m o del o  DMI ‐6000B   a c o p l a d o   a   un   s o f t w a r e   i n f o r m á t i co  LEICA LAS 
AF.   
VIII. Electrofor esis   de   p r o t e í n a s   y  Western  Blot.  
Los   extractos   p r o t e i c o s   s e   h i r v i e r o n   en   t a m p ó n   de   muestra   de   Laemmli  (SPLB)  
durante   10  min,   y   a   continua ción   s e   r e s o l v i e r o n   en   geles   de   p o l i a c r i l a m i d a   a l   12%  
u t i l i z a n d o   t a m p ó n   de   c a r r e r a   conteni endo   0,25M   Tris,   2M   glici na   y   0,5%   SDS.     Como  
m a r c a d o r   de   p e s o   m o l ec u l a r   s e   util izó   PageRuler™   Prestainer  protein  ladder  plus 
(Ferm entas) .   A  c o n t i n u a c i ó n ,   l a s   p r o te í n a s   f u e r o n   t r a n s f e r i d a s   a   membran a s   de   P VDF  
Amersham Hybond™   u t i l i z a n d o   un   t a m pó n   de   trans f erencia   com puesto   p o r  25mM  Tris,  
192   mM   g l i c i n a   y   20%   m e t a n o l .     P a r a   v e r i f i c a r   la   eficiencia   de   la   t r a n s f e r e n c i a ,   l a s  
m e m b r a n a s  f uer o n  t e ñ i d a s  de   m a n e r a  r ev e r s i b l e  c o n  s o l u c i ó n  P o n c e a u  S  (Sigma).   
P a r a   la   inmu nodete cción,   en   primer   l u g a r   i n c u b a m o s   l a s   m e m b r a n a s   c o n  25mM  
Tris ‐HCl   pH   8 ,   conteni end o  0,1%   de  Tween ‐20  (Sigma)   (TBS ‐T)    y   5 %   de   l e c h e   d e s n a t a d a .  
Las   m e m b r a n a s   s e   m a ntu v i e r o n   en   esta   s o l u c i ó n   1h   a   temperatura   a mbien te   o ,  
a l t e r n a t i v a m e n t e ,   d u r a n t e   toda   la   n o che   a   4 °   C.   La   hibri daci ó n   c o n   l o s   a n t i c u e r p o s  
p r i m a r i o s   s e   l l e v ó   a   cabo   durante  1  h   a   t e m p e r a t u r a   a m b i e n t e   o   a   4 °  C  toda   la   noche.  Los  
a n t i c u e r p o s   p r i m a r i o s   u t i l i z a d o s   s e   describen   la   ta bl a   8 .   P o s t e r i o r m e n t e ,   l a s   m e m b r a n a s  
s e   i n c u b a r o n   durante   1  h   a   tem peratura   a m b i e n t e   c o n   u na   d i l u c i ó n   1:3000   de   l o s  
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a n t i c u e r p o s   s e c u n d a r i o s   de   la   espe cif icidad   a dec u a da   c o n j u g a d o s   a   p e r o x i d a s a   (HRP)  
(Amersha m  Biosciences ).  Después   de   ca da   i n c u b a c i ó n,   l a s   mem br a nas   s e   l a v a r o n   3   veces  
en   TBS‐T  d ur a nte   10  min.   La   det ección   d e   l a s   p r o t e í n a s   s e   r e a l i z ó   mediante  
quimiolu mini s cencia   u t i l i z a n d o   el   r e a ct i v o     Pierce®   ECL  Western  Blotting  Substrate 
(Ther mo  Scientific).  
 
Anticu erpo   Origen   Compañ ía   Dilución  
Primarios  
Anti ‐ FLAG®   M2  
Monoclonal
Ratón   Sigma   1:1000 
Anti ‐ G F P  
Monoclonal  
Ratón   Covance   1:3000  
Anti ‐Rac  
Monoclonal  
Ratón  
BD Transduction  
Laboratories  
1:1000 
Secunda rio   Anti ‐ m o u s e  IgG  
HRP  
Cabra  
Amersham  GE  
He althcare  
1:3000  
 
IX.  Purifica c i ó n   del   dom inio  RBD.   
Se   u t i l i z a r o n   c u l t i v o s   en   LB‐ampicili na   de   b a c t e r i a s   BL‐21  t r a n s f o r m a d a s   c o n   el  
p l á s m i d o   de   e x p r e s i ó n   del   dominio   de   u n i ó n   a  Rac   de   PAK   (p GEX ‐PAK ‐RBD)   f us io na do   a  
GST.  Los   c u l t i v o s   s e   i n c u b a r o n   h a s t a   a l c a n z a r   una  DO600   de  0,4 ‐0,7.  En   e s e   m o mento ,   s e  
indujo   la   e x p r e s i ó n   de   la   proteína   de   f us ió n   media nte   la   adició n   a l   cultivo   d e   IPTG  0,5  
mM.  Transcur r i d a s   3 ‐4   h   a   3 7 °  C,   las   células   f u e r o n   r e c o g i d a s   m e dia nte   cen tr ifugación,  
resuspendida s   en   PBS   f r í o   c o n   inhibi dores   de   p r o t e a s a s   ( Complete  de  Roche)   y   l i s a d a s   p o r  
s o n i c a c i ó n .   A  continua ción,   s e   a ñ a d i ó   Tritón   X ‐100  a   una   concentra ción   f i n a l   del   1%,  
i n c u b á n d o s e   la   m e z c l a   e n   hielo   duran te   30   min .  Tras   cen trifugar   el   l i s a d o ,   s e   r e c o g i ó   el  
s o b r e n a d a n t e   que   s e   i n c u b ó   c o n  Glutation‐sepharose 4B  (GE   H e a l t h c a r e )   duran te  2h   a   4 °  
C.  La   p r o t e í n a   GST ‐PAK   f u e   r e c u p e r a d a   de   la   m a t r i z   p o r   incuba ci ón   c o n   una   s o l u c i ó n   de  
glutatión   (10   mM   glu tatió n;   50   mM  Tris ‐HCl   pH   8 ).   F i n a l m e n t e ,   s e   elimi nó   el   gl utatión   de  
la   muestra   u t i l i z a n d o   c o l u m n a s  PD‐10 Desalting  column  ( GE   Hea lthcare ).  Calcula m o s   la  
conce ntració n   de   p r o t e í n a   m e d i a n t e   espectrofoto metría   utiliza ndo   el   r e a c t i v o   Bio ‐Rad  
P r o t e i n   Assay   (Bio ‐Rad)   y   mediante   e l e c t r o f o r e s i s   en   un   gel   de   p o l i a c r i l a m i d a   a l   10%,  
u t i l i z a n d o   co mo   e s t á n d a r e s   c a n t i d a d e s   crecientes   de  BSA.    Los   geles   s e   tiñer o n   c o n   una  
s o l u c i ó n   de   azul   de  Coomassie  a l  0,5%   y   s e   l a v a ro n   c o n   s o l u c i ó n   de   desteñido   (10%   ácido  
Tabla   9 :  Relación  d e   an t icu erp o s   para   western   blot u ti l i z a d o s   en   este   trab ajo.  
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a c é t i c o ,   50%   m e t a n o l )   p a r a   v i s u a l i z a r   l a s   p r o t e í n a s .  La   proteína   p u r i f i c a d a   s e   a l m a c e n ó   e n  
una  s o l u c i ó n   de  g l i ce r o l  a l   50%  en  PBS  a  ‐ 80  °  C h a s t a   s u  u t i l i z a c i ó n .  
X.  Determin ación   de   l a   activida d   de  Rac:  Ensayo   d e  Pull‐down . 
Transfecta m o s   células  COS‐1  c o n   l a s   d i f e r e n t e s   co nstrucciones   de   l a s   i s o f o rm a s  
de   quim erina s   f u s i o n a d a s   c o n   G F P .  Tras  24 ‐4 8   h o r a s ,   l a s   células   s e   l i s a r o n   c o n   ta mpó n   de  
l i s i s   (20   mM   Tris ‐HCl   pH   7 . 4 ,   150   mM   N aCl,   5   mM   M gCl2,   0.5%   N P 40,   5   mM   β‐
g l i c e r o f o s f a t o ,  1  mM  DTT,   inhibidores   de   p r o t e a s a s   ( Complete  d e  Roche )),   en   el   que   s e  
a ñ a d i ó   la   proteína   GST ‐PAK ‐RBD  (10   μ g / m u e s t r a ) .   Los   lisados   s e   i n c u b a r o n   durante  10 
min   en   hielo   y ,   a   continua ción,   s e   c e n t r i f u g a r o n   a  13.000   x g  dura nte  10  min   a    4   °C.  Una  
alícuota   del   s o b r e n a d a n t e   s e   utili zó   p a r a   a n a l i z a r   la   e x p r e s i ó n   de   l a s   p r o t e ín a s   en   l o s  
l i s a d o s   t o t a l e s .   El   r e s t o   de l   s o b r e n a d a n t e   s e   incubó    c o n   la   m a t r i z   de  Glutation‐sepharose 
4B  (GE   H e a l t h c a r e )   d u r a n t e  1‐2  h   a    4 °  C.  La   m a t r i z   s e   s e d i m e n t ó    p o r   centrif ug a ción   4 °  C,  
s e   l a v ó   tres   veces   c o n   t a m pó n   de   l i s i s   y   s e   h i r v i ó   en   t a m p ó n  SPLB.  Las   p r o t e í n a s   f u e r o n  
a n a l i z a d a s   m e dia nte   e l e c t r o f o r e s i s   en   un   gel   de   p o l i a c r i l a m i d a   a l   12%,   seguida   d e  
Western  blot .   Las   me mb ranas   s e   i n c u b a r o n   p r i m e r o   c o n   a n t i c u e r p o s   a n t i ‐Rac   p a r a  
dete ctar   l o s   n i v e l e s   de   Rac   t o t a l   y   de   Rac ‐ GTP.   P o s t e r i o r me n t e   s e   i n c u b a r o n   c o n  
a n t i c u e r p o   anti ‐ GFP   p a r a   c o m p r o b a r   l o s   n i v e l e s   de   exp r e s i ó n   de   l a s   p r o t e í n a s   resultantes  
de   la   t r a n s f e c c i ó n .  En   t o d o s   l o s   c a s o s ,   utili zamos   u n   a n t i c u e r p o   s e c u n d a r i o   anti ‐Mo use  
f u s i o n a d o   a   la   enzima   HRP.  Las   m e m br a n a s   s e   i n c u b a r o n   y   r e v e l a r o n   como   s e   i ndica   e n   el  
a p a r t a d o  de   m a t e r i a l  y  m é to do s  e s p e c í f i c o  de  Western blot.  
XI.  PCR  cuant itativa.  
Utilizamos   PCR   cuant itati va   p a r a   conocer   la   e x p r e s i ó n   diferenci a l   de   l a s   f o rma s  
comple tas   de   la  β‐ q u i m e r i na   ( β1‐ qui me rina   y  β2‐q ui me r i na )   y   de   d o s   t i p o s   dif erentes   de  
l a s   v a r i a n t e s   g e n e r a d a s   po r  splicing  a l t e r n a t i v o:   la   i s o f o r m a  β2‐CHNdel   ex4 ‐6 ,   c a r e n t e   de  
l o s   exones   4   a l   6 ;   y   l a s   isoformas   d e r i v a d a s   de   la   i so f o r m a   completa  β1‐q ui me r i na ,   que  
carece n  de  p a r te  del  e x ó n   7 .   
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XI.1.  DISEÑO  DE OLIGONUCLEÓTIDOS. 
Diseñamo s   u n o s   o l i g o n u c l e ó t i d o s   específicos   p a r a   PCR   cuantitativa   q ue  
c u m p l i e r a n   u na  s e r i e  d e   cr iterios  muy  e s t r i c t o s:  
  ‐ Amplificara n  cDNA  p e r o   no  DNA  g e nó mico .   
  ‐ Amplificara n  en  l a s  m i s m a s  c o n d i c i o n e s  de   t e r m o c i c l a c i ó n .  
  ‐ El  produ cto   de  la  a mp l i f i c a c i ó n  f u e r a   m e n o r  d e  300  pb.     
  ‐ F u e r a n  espe cíficos  e n t r e   l a s  v a r i a n t e s  que  s e  p r e te n d í a n   d i s c r i m in a r .  
Atendi endo   a   e s t o s   criteri o s   s e   d i s e ñ a r o n   6   p a r e s   de   o l i g o n u c l e ó ti d o s   e s p e c í f i c o s  
e x p u e s to s  en  la  tabla  9 .  
 
 
Oligonu cl e ó ti d os   Secuenci a  
GAPDH‐ F   5’  ‐ TGC  ACC ACC AAC TGC  TTA G  ‐  3’  
GAPDH‐R  5’  ‐  G GA  TGC  AGG   GAT   GAT   GTT  C ‐  3’  
TBP ‐ F   5’  ‐  GAG  CTG  TGA  TGT   GAA  GTT  TCC ‐  3’  
TBP ‐R  5’  ‐ TCT  G G G  TTT  GAT  CAT TCT GTA   G  ‐  3’  
B2 ‐ FL ‐ F   5’  ‐  GCA   G GC  G GA  TGA   GCT  TCT T ‐  3’  
B2 ‐ FL ‐R  5’  ‐ CTC ACC CAC AAA  GTG  TTT CCC ‐  3’  
B2 ‐ d 4 ‐ 6 ‐ F   5’  ‐ TCA TTT  GTC  CTC  G G G  AGA  TCT CCT ‐  3’  
B2 ‐ d 4 ‐ 6 ‐R  5’  ‐ TGG   GAA  CGT   GCT  TGG  AAC ACT  GT  ‐  3’  
B1 ‐ FL ‐ F   5’  ‐  GTG  AAG  GTG   G GT  GTC  AAA G GC   G  ‐  3’  
B1 ‐ d 7 p ‐ F   5’  ‐ CTT CGG   G GT   GAA   GGT  CCA CAC ‐  3’  
XI.2.  SELECCIÓN DE GENES REPORTEROS. 
En   una   s e l e c c i ó n   de   l o s   diferentes   t i p o s   de   m u e s t r a s   u s a d a s   en   el   estudio  
r e a l i z a m o s   amplifica cione s   de   una   b a t e r í a   de   g e ne s   típica men t e   utili zados   c o m o   genes  
r e p o r t e r o s   en   PCR   cuanti tativa   r e l a t i v a   (Tabla  10).  Un   ge n   r e p o r t e r o   i d e a l   es   un   gen   d e  
e x p r e s i ó n   constitu tiva   cu yos   n i v e l e s   de   e x p r e s i ó n   s e   m a n t i e n e n   c o n s t a n te s   entr e  
m u e s t r a s   de   un   m i s m o   t i p o .   P a r a   a m p l i f i c a r   l o s   genes   r e p o r t e r o s   u t i l i z a m o s   l o s  
o l i g o n u c l e ó t i d o s   p r o p o r c i o n a d o s   p o r   en   el   kit   c o m e r ci a l  Human Endogenous Control Gene 
Panel  (Tataa  Biocent e r ).   
Tabla   9 :  Oligonu cleó t id os utilizados   para   l o s   e xp e r i m en t os   d e   PCR 
cuantitativa.  (F:  Forward;  R: Reverse) .  
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P a r a   la   n o r m a l i z a c i ó n   d e   l o s   d a t o s   y   la   s e l e c c i ó n   de   l o s   ge nes   r e p o r t e r o s ,  
u t i l i z a mo s   el   p r o g r a m a  GeNorm  i n c o r p o r a d o   a l   s o f tw a r e   del   p r o gr a m a   de   t r a ta m i e n t o   d e  
d a t o s   de   PCR   cuanti tativa  GenEx  ( Mu l t iD  Analysis  AB).  El   v a l o r   de   M   indi ca   la   v a r i a c i ó n   de  
la  e x p r e s i ó n   de  l o s  ge nes  r epo r ter o s  e n t r e  m u e s t r a s  (Tabla  10).   
 
 
Gen   re porte ro   Valor   de  M 
PPIA   1, 7958
Y WHAZ 1, 5339
RPLP   1, 3021
HPRT1    1, 1494
GAPDH  0 , 8661
TBP    0 , 8661
 
De   l o s   6   genes   e s t u d i a d o s ,   e l e g i m o s   GAPDH   y  TBP   porque   s u   e x p r e s i ó n   e r a   la   que  
m e n o s  v a r i a b a  entre  n u e s t r a s  m u e s t r a s   cuando   p a r t í a m o s  de  la   m i s ma  can tida d  de  cDNA.  
XI.3.  REACCIÓN DE PCR CUANTITATIVA. 
 Utilizamo s   el   kit  ImProm‐IITM Reverse Transcription System  (P ro mega)   sig uie ndo  
l a s  especifi caciones  de l  f a b r i c a n t e .  El   cDNA  s e  s i n t e t i z ó  util izando  random primers.  
La   r e a c c i ó n   d e   q PCR   s e   r e a l i z ó   en   un   v o lumen   f i n a l   de  20 μL,   u t i l i z a n d o  FastStart 
Universal  SYBR Green Master 2x (Rox)  (Roche),  0,5  μM   de   cada   oligonucleó tido   y  100  ng  
de   cDNA.   Se   h i c i e r o n   r é p l i c a s   p o r   triplicado   de   cada   m u e s t r a ,   s i e m p r e   añadiendo   un  
c o n t r o l   ne ga tivo   de   la   r e acción.   Las   PCRs   s e   r e a l i z a r o n   en   p l a c a s   de   9 6   p o c i l l o s   en   un  
termoci clado r  Step‐One Plus  (Appli ed  Biosyste m ).   
 
 
 
Tabla   1 0 : Valores   d e  M  para   l o s   6  
g e n e s   r e p o r t e ro s   es tu d i ad o s.   
Condicio ne s  d e   la  PCR  c u a n t i t a t iv a  
95   °C,  10  min   (x1   ci clo )  
95   °C,  15   s ;   60°  C,   30   s   (x40   ci clos )  
 
Curva   d e   me lting : Aumento   d e  0,3   °C   c a d a  15   s e g  
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XI.4.  CURVAS DE  MELTING.  
P a r a   asegurar   que   la   a m p l i f i c a c i ó n   e r a   específica,   a l   f i n a l   de   c a d a   p r o c e s o   de  
termoci clado   s e   r e a l i z ó   un a   curva   d e  melting ,   c o n s i s t e n t e   e n   u na   d e s n a t u r a l i z a ci ó n   y   una  
p r o g r e s i v a   r e n a t u r a l i z a c i ó n   del   p r o d u ct o   de   PCR   a m p l i f i c a d o   ( F i g .  20).  Si   e xis ti er a n   v a r i o s  
p r o d u c t o s   d e   la   amplificación,   s e   d e s n a t u r a l i z a r á n   a   distintas   t e m p e r a t u r a s ,   dando  
distinta  s e ñ a l  en   el  pro ces o  de  melting.  
 
 
 
 
XI.5.  RECTAS PATRÓN. 
P a r a   d e t e r m i na r   la   efecti vidad   de   la   a m p l i f i c a ci ó n   de   l a s   PCRs   r e a l i z a m o s   una  
recta   p a t r ó n   p a r a   cada   a mplifica ción,   u t i l i z a n d o   dil uciones   s e r i a d a s   de   u n   cDNA   c o n tr o l  
( 625,  250,  100,   40   y  10  ng   p o r   reacción ).  Estas   p r u e b a s   n o s   p e r m i t i e r o n   esta blecer   una  
recta   p a t r ó n   r e l a t i v a   que   i ndica   la   efici e ncia   d e   la   PCR   de   cada   un o   de   l o s   ge ne s   u t i l i z a do s  
en   el   es tudio   (Tabla  11).  Las   d i f e r e n c i a s   en   la   ef i cien ci a   de   l a s   PCRs   s e   calcula n   p a r a   p o d e r  
c o r r e g i r  el  e r r o r  en  la   eficie ncia  d e  la   e x p r e s i ó n  en  l o s   d a t o s  de  Ct.  
Figura  20:  Representación   de   las   cu rvas   d e   m e l t in g   para   las  
PCRs  d e   cu antitativa   (Temperatura   fren te   a  ‐Rn ) .  
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La   i s o f o r m a   β1‐qui merina   no   s e   expre s a   o   s e   e x p r e s a   a   muy   b a j o   n i v e l   en   l a s  
m u e s t r a s   utili zadas   en   este   t r a b a j o ,   p o r   ello   no   pudi mos   r e a l i z a r   una   recta   p a t r ó n   a   p a r t i r  
de   d i l uc i o n e s   s e r i a d a s   de   una   m ue s tr a .   P a r a   a s e g u r a r n o s   que   la   f a l t a   de   de tecci ó n   de   e s t a  
i s o f o r m a   s e   debía   a   una   ausencia   de   e x p r e s i ó n   y   no   a   una   b a j a   e f i c i e n c i a   de   la   PCR,  
r e a l i z a m o s   u na   recta   p a t r ó n   u t i l i z a nd o   diluciones   s e r i a d a s   de   una   c o n s t r u c c i ó n   de   la  
i s o f o r m a  β1‐quimeri na   en   un   v e c t o r   de   e x p r e s i ó n .  La   e f i c i e n c i a   d e   la   PCR   obte nida   fue   d e l  
107,3%,   confirmando   una   buena   PCR   p e r o   u n o s   n i v e l e s   de   e xp r e s i ó n   de   la   muestra   p o r  
d e b a j o  de  lo   discrimina ble  p o r  esta   té cnica  p a r a  la   i s o f o r m a  β1‐qui merina.  
 
 
  GAPDH  TBP  
β2‐
Comple ta  
β2‐CHN  
d e l  e x 4 ‐ 6  
β 1 ‐
Comple ta  
β 1 ‐CHN 
d e l  e x 7 p  
Pendient e   ‐ 3,06   ‐ 3,10   ‐ 3,68   ‐2,80   ‐ 3,16   ‐ 3,04  
Ordenad a   al  o r ige n   27,18   34,51   36,98   35,82   8,86   35,57  
Eficienc i a  d e  l a  PCR  1 , 120   1 , 1 0 3   0 , 8 7 0   1 ,274   1 , 0 7 3   1 , 1 3 1  
 
XII.  Estudios   d e   m e t i l a c i ó n   del   p r o m o t o r.  
XII.1.  ESTUDIOS BIOINFORMÁTICOS  PREDICTIVOS DEL PROMOTOR. 
Analizamo s   la   s e c u e n c i a   c o r r e s p o n d i e n t e   a   l o s   p r o m o t o r e s   del   gen   CHN2  en  
v a r i o s   p r o g r a m a s   i n f o r m á t i c o s:   FirstEF162   (h ttp://rul ai.cshl.org/to ols/FirstEF)   q ue   define  
inicios   de   la   t r a n s c r i p c i ó n   y   la   t r a d u c c i ó n ,   a d e m á s   de   z o n a s   r e g u l a d o r a s   del   p r o m o t o r ;  
CpG  Island  Searcher163  ( h t t p://www. u s c n o r r i s . c o m / c p g i s l a n d s2)   p a r a   búsque da   a   g r a n  
e s c a l a   de   i s l a s   CpG;   y   Methyl  Primer  Express  (Applied   Biosyste m s ),   que   a d e m á s   de  
c a r a c t e r i za r  i s l a s  CpGs,  pe rmite   el   d i s e ñ o  de  o l i g o n u c l e ó t i d o s  s o b r e  el  DNA  b i s u l f i t a d o .   
XII.2.  MODIFICACIÓN  DEL DNA POR BISULFITO.  
Se   utili zó  1  µ g   de  DNA   ge nómico   en   u n   v o l u m e n   f i n a l   de   50   µL,   incluye ndo   un  
c o n t r o l   n e g a t i v o ,   p a r a   el   p r o c e s o   de   m o d i f i c a c i ó n   p o r   b i s u l f i t o .  Se   a ñ a d i e r o n   5 , 7   µL   de  
NaOH   3 M   i n c u b a n d o   la   m ue s tr a  10‐15   min   a   3 7 °  C,   lo   que   p e r mi ti ó   la   d e s n a t u r a l i z a c i ó n  
quími ca   de   l a s   d o b l e s   cadenas   del   DNA.   Tras   e s t a   incuba ción   s e   a ñ a d i ó   3 3   µL   de  
Tabla   1 1 :  Datos   d e   la   recta   p a t r ó n   d e   la   eficiencia   d e   las  PCRs   utilizad as   en   la   c u a n t i f i c a ció n  
relativa.  La   efic iencia   d e   la   PCR   es   el  d a t o   qu e   se   utiliza   p ar a   la   normalización.   
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h i d r o q u i n o n a   20  mM   (Sigma)   y   a   c o n t i n u a c i ó n   5 30   µL   de   Bisulfito   Sódico   4   M   pH   5 .0  
(Sigma).   La   m e z c l a   s e   in cubó   a   50°  C  durante  16 ‐17   h o r a s   en   o s c u r i d a d .   La   muestra   s e  
purificó   c o n   el   Kit  Wizard DNA clean‐up system  (P ro mega)   sig uie ndo   l a s   instrucciones   del  
fabricante .   P o s t e r i o r m e n t e   s e   d e s n a t u r a l i z ó   de   n u e v o   el  DNA   p u r i f i c a d o ,   añadiendo   5 , 7  
µL   de   NaOH   3   M   e   incuba ndo   la   mezcl a    10‐15   min   a   3 7 °  C.  Se   aña dió   e n t o n c e s  1  µL   de  
glucóge no  10  mg/ml   y  17   µL   de  AcNH 4  10  M   y   s e   precipi tó   el  DNA   c o n   e t a n o l   a b s o l u t o  
f r í o ,   incubán dolo   a  ‐ 70°  C 2,5   h.  Los   pe llets   de  DNA   s e   l a v a r o n   c o n   4 50   µL   de   e t a n o l   70%  
f r í o   y   s e   r e s us p e n d i e r o n   e n   30   µL   de   H 2O.  El   r e n d i m i en t o   med io   de   este   p r o c e s o   es   de  25  
n g / µL  de  DNA  m o d i f i c a d o  p o r  b i s u l f i to .  
XII.3.  AMPLIFICACIÓN  DEL PROMOTOR Y  SECUENCIACIÓN. 
Utilizando   e l   p r o g r a m a   i nf o r m á t i c o   ( Methyl  Primer  Express ),   d i s e ñ a m o s   u no s  
o l i g o n u c l e ó t i d o s   p a r a   a m p l i f i c a r   una   r egió n   del   p r o mo t o r   de  CHN2  rica   en  CpGs   una   v e z  
r e a l i z a d a   la   m o d i f i c a c i ó n   p o r   bisulfito   del   DNA   (Tabla   12).   Amplifica mo s   el   p r o m o t o r  
u t i l i z a n d o  GoTaq®  Hot Start Polymerase  (P ro me ga)   en   l a s   cond ici o nes   e s p e c i f i c a d a s   en   la  
t a b l a .  
  
 
Oligonu cl e ó ti d o   Secuenci a  
Tamaño   de  
l a  PCR 
Condicio ne s  PCR 
β2‐ m e t ‐ F   5’  ‐  G G G  AGT  TTA  G GA  GAG  G GT  ‐  3’  
272   p b  
60   °   anillamie n to     
35   cic los             
1'elongación  β2‐ m e t ‐R  5’  ‐ ACA CTT CCT ACT CCA CCA AAT AA ‐  3’  
 
P a r a   p o d e r   secue nciar   cor r ectam ente   e l   p r o m o t o r   amplifica do   y   p o d e r   o b s e r v a r  
metila ciones   p a r c i a l e s ,   c l o n a m o s   el   producto   d e   PCR   en   el   v e c t o r   pGEM‐T  Easy 
(P ro mega) .   Seleccio n a m o s   6   c o l o n i a s   c o n   i n s e r t o   de   cada   u na   de   l a s   PCRs   y   l a s  
secuen ciamo s   utilizando   l o s   o l i g o n u c l e ó t i d o s   u n i v e r s a l e s   T7   y   SP6,   que   a n i l l a n   en   l a s  
r e g i o n e s  f l a n q u e a n t e s  a l  polylinker del   p l á s m i d o .  
 
 
Tabla   12:   Secuen cia   d e   lo s   oligonucleótid os   y   co nd ic io n es   d e   la   PCR  d e   amplific ación   d el  
p r o mo t o r  d e  β2‐qu imerin a   b is u l f it a d o .   (F:  Forward ;  R: Reverse )  
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XII.4.  DESMETILACIÓN  DEL  PROMOTOR  POR  TRATAMIENTO  CON  5 ‐AZA‐2′‐
DEOXICITIDINA  (AZA).  
P a r a   e s t u d i a r   s i   la   metila ci ón   del   p r o m o t o r   es   el   m e ca nis mo   de   r e g u l a c i ó n   d e   la  
e x p r e s i ó n   e n   l a s   l í n e a s   ce lulares   d e r i v a d a s   de   t e j i d o   de   ma ma   e s t u d i a d a s ,   t r a t a m o s   l a s  
células   c o n   u n   a g e n t e   d e s me t i l a n t e .  Las   células   f u e r o n   i n c u b a d a s   c o n  1  μ M   d e  AZA   (5 ‐
Aza ‐2′‐d e o x i c i t i d i n a )   duran te   5   d í a s ,   r e f r e s c a n d o   el   medio   cada  2  d í a s .   Ya   qu e   el  AZA   s e  
r e s u s p e n d e   e n   una   dilució n   de   ácido   a c é t i c o  1:1  p a r a   s u   u s o   en   c u l t i v o ,   en   p a r a l e l o   se  
mantuvo   el   crecimie nto   d e   un   c o n t r o l   de   l a s   células   a l   que   s e   le   a ña dió   la   m i s m a   c a n t i da d  
de  d i l uc i ó n  d e  ácido  a c é t i c o  que  a  la  m u e s tr a  a  e s t u d i o .   
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I. ANÁLISIS  MUTACIONAL DEL GEN CHN2. 
I.1.  B ÚSQUEDA   DE  MUTACIONES  PATOGÉNICAS   DEL  GEN  CHN2  ASOCIADAS  CON 
CÁNCER.  
Un   ge n   s u p r e s o r   de   tumores   es   aquél   que   codifica   u na   proteína   q ue   s e   e n c a r g a   de  
mante ner   el   creci miento   c e l u l a r   c o n t r o l a d o .  Se   h a n   descrito   a l g u n a s   p r o t e í n a s  Rho ‐ GAP  
que   pue den   a c t u a r   como   genes   s u p r e s o r e s   de   tumores   y a   que,   cuando   s e   encue ntran  
a l t e r a d a s ,   d e j a n   de   eje r ce   s u   f u n c i ó n   de   r e g u l a d o r e s   n e g a t i v o s ,   p r o v o c a n d o   la  
h i p e r a c t i v a c i ó n  de  l a s   GTPasas,  lo  que  f a v o r e c e  la  a p a r i c i ó n  de  p r o c e s o s  t u m o r a l e s .   
En   el   c a s o   concreto   de   la   β2‐quimeri na,   s e   ha   descrito   una   disminución   d e   la  
e x p r e s i ó n   en   g l i o b l a s t o m a s   de   alto   gr a do   r e s p e c t o   a   g l i o m a s   de   b a j o   g r a d o   y   tejido  
c e r e b r a l   s a n o 164 ,   y   en   tum o res   de   mama   respecto   a l   tejido   s a n o   circunda nte 90 .  En   cier tos  
c a s o s   de   s í n d r o m e s   m i e l o d i s p l á s i c o s   s e   ha   o b s e r v a d o   la   a p a r i c i ó n   de   una   a l t e r a c i ó n  
citoge néti ca   que   c o n s i s t e   en   la   m o n o s o m í a   t o t a l   o   p a r c i a l   del   c r o mo s o m a   7 91,   c r o m o s o m a  
en   cuyo   b r a zo   corto   s e   l o c a l i z a   el   gen   CHN2 .     Además,   d a t o s   p r e v i o s   de   n u e s t r o  
l a b o r a t o r i o   indican   q ue   es   f r e c u e n t e   en   e s t o s   síndromes   a l t e r a c i o n e s   qu e   incluye n  
t r a s l o c a c i o n e s   y   dele cione s   de   la   r e g i ó n   c r o m o s ó m i c a   7 p15.3,   q ue   i m p l i c a n   a l   locus   de l  
gen  CHN2 .  Ante   e s t o s   d a t o s   decidimos   b u s c a r   mu taciones   en   el   gen  CHN2  qu e   p u d i e r a n  
a s o c i a r s e   c o n   la   pérdida   d e   función   d e   l a   proteína  β2‐quimeri na   e n   e s t o s   t i p o s   de   c á n ce r .  
P a r a   e l l o ,   s e lec c i o n a m o s   23   m u e s t r a s   de   s a n g r e   p e r i f é r i c a   de   pacien tes   co n   s í n d r o m e  
m i e l o d i s p l á s i c o ,  25   m u e s t r a s   de   g l i o b l a s t o m a s   multi f ormes   y   90   m u e s t r a s   de   tumores   de  
m a m a .  Amplific a m o s   p o r   PCR   l o s  13   exones   del   gen   y   s u s   r e g i o n e s   intr ó nica s   adyacentes   y  
median te  CSGE   y   s e c u e n c i a ci ó n   auto m á tica   e s t u d i a mo s   s i   existe n   m uta cio n e s   en   el   ge n  
CHN2 .   
En   la   f i g u r a   21  s e   m u e s t r a n   geles   de   CSGE   r e p r e s e n t a t i v o s   de   l a s   PCRs   de   l o s  
exones   de   distintos   pacie ntes   c o n   patr ones   a l t e r a d o s .  De   las  13   r e g i o n e s   a m p l i f i c a d a s   s e  
e n c o n t r a r o n   a l t e r a c i o n e s   en   l o s   e xo ne s   2,   4 ,   5   6 ,   7   y   10  o   en   s u s   r e g i o n e s   i n t r ó n i ca s  
circu ndan tes.   Así   m i s m o   s e   m u e s t r a n   l o s   c r o m a t o g r a m a s   c o r r e s p o n d i e n t e s   a   la  
secuen ciació n   de   l a s   m u e s t r a s   c o n   p a tr o ne s   a l t e r a d o s   en   l a s   que   s e   i den t if ica   cada  
muta ción.  
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Este   e s t u d i o   n o s   permiti ó   identifi car   ocho   m u t a c i o n e s ,   cinco   e x ó n i c a s   y   t r e s  
i n t r ó n i c a s ,  q u e  s e  r e s u m e n  en  la  tabla  13.  
La   d e l e c i ó n   de   uno   o   d o s   n u c l e ó t i d o s   de   t i m i n a   e n   la   p o s i c i ó n   ‐ 9   del   i ntr ó n   1 
( IVS2‐9delT   e  IVS2‐9del_TT ),   es   u na   a l t e r a c i ó n   m uy   f r e c u e n t e   en   l o s   pacien tes   c o n  SMD   y  
c o n   g l i o b l a s t o m a s   i n c l u i d o s   en   n u e s t r o   e s t u d i o .  Se   l o caliza   en   un a   r e g i ó n   intró nica   que   no  
p e r t e n e c e   a   l a   secuen cia   c o n s e n s o   de   r econocim ient o   de   la   ma qui naria   de   p r o c e s a m i e n t o  
del  RNA.  Esta   a l t e r a c i ó n   a p a r e c e   d e s c r i ta   como   un   p o l i m o r f i s m o   en   la   b a s e   de   d a t o s   d e  
SNPs  ( Single Nucleotide Polimorphisms )  d e l  NCBI  ( r s 3 4 818186).  
Figura  21:  Geles   d e  CSGE  d e   l o s   exones   con   p a t ro n es   d e   migración a l t er a d o s. Las   flechas   i n d ic a n  
los   p a c i e n t e s   con   alteracion es.  En   la   p a rt e   inferior   se   muestran   los   cromatogramas   en   los   q u e   se  
i n d i c a   c o n   un a   f l e c h a   la   posición   d e l   cambio   en   la   s ec u en c ia   d e   n uc l e ó t i dos   d e   c a d a   mutación   q u e  
c a u s a   los  distintos   patron es   de   migración.  
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Mutación  
Localiza c ió n  
e n  e l   gen  
Número  d e  c a s os  
SNP  Descripc i ón  
SMD  GB  
Tumore s  
mama  
IVS2‐ 9 d e lT  
IVS2‐ 9 d e l _TT  
Intrón  1  17/23   (73,9% ) 18/25   (72%) NA   rs34818186  
Deleción   d e  Ts  
e n   u n a   z o n a  d e  
repetición   d e  12 
IVS4+27A>G   Intrón   4   3/23   (13%)   7/25   (28%)   NA   N o   descrito  
Cambio  
intróni co  
IVS4+30A>G   Intrón   4   1/23   (4,3% )   2/25   (8%)   NA   rs57232784  
Cambio  
intróni co  
IVS5+7C>T   Intrón   5   3/23   (13%)   3/25   (12%)   NA   rs12112301  
Cambio  
intróni co   d e  C 
p o r  T  e n   región  
c.327C>T  
( p.H109H)  
Exón   6   3/23   (13%)   2/25   (8%)   NA   rs34045356  
Cambio  
sile ncioso  
c.366G>A  
( p.S122S)  
Exón   6   1/23   (4,3% )   0/25   (0%)   1/90   (1,1%)   N o   descrito  
Cambio  
sile ncioso  
c.611A>G  
( p.H203R)  
Exón   7   0/25   (0%)   1/25   (4%)   NA   rs3750103   Missense 
IVS10+47in sT  
IVS10+47insTT  
Intrón  10  19/23   (82,6% ) 17/25   (68%) NA   N o   descrito  
Inserción   d e  Ts  
e n   u n a   z o n a  d e  
repetición   d e  14  
 
En   la   r e g i ó n   intrónica   a d y a c e n t e   a l   e x ó n   4   e n c o n t r a m o s   d o s   mutaciones   de  
cambio   de   b a s e:   IVS4+27A>G   e   IVS4+30A>G   que   a p a r e c e n   en   v a r i o s   casos   de   SMD   y  
g l i o b l a s t o m a s ,   tanto   en   h o mo cigo s i s   c o m o   en   h e t e r o c i g o s i s .  Son   mu tacione s   i n t r ó n i c a s ,  
a l e j a d a s  de  lo s  s i t i o s  de   pr ocesamiento   del  RNA.  La   muta ción  IVS4+30A>G  ha  s ido  descri ta  
p r e v i a m e n t e   como   p o l i m o r f i s m o   en   la   b a s e   de   d a t o s   del   NCBI   ( r s 5 7232784).  La   muta ción  
IVS4+27A>G   s e   describe   p o r   primera   v e z   en   este   t r a b a j o .   Consider a m o s   que   es   una  
v a r i a n t e   no   patogéni ca   p o rque   es   un   cam bio   de   nu cleótido   f u e r a   de   r e g i o n e s   de  
p r o c e s a m i e n t o .  
La   m u t a c i ó n  IVS5+7C>T ,   en   la   r e g i ó n   i n t r ó n i c a   a d y a c e n t e   a l   e xó n   5 ,   a p a r e c e   ta nto  
en  SMD   c o m o   en   g l i o b l a s t o m a s .  En   la   b a s e   de   d a t o s   del   NCBI   ( r s12112301)   está   descrita  
como  un  p o l i m o r f i s m o  p o b l a c i o n a l .  
En   el   e xó n   6   dete ctamo s   d o s   m u t a c i o n e s   de   ca mbio   de   b a s e   s i l e n c i o s a s .   La  
muta ción   c.327C>T   (p.H109H)   a p a r e c e   c o n   f r e c u e n c i a   tanto   en   síndrome   m i e l o d i s p l á s i c o  
como   en   g l i o b l a s t o m a s .   Está   des crita   en   l a s   b a s e s   de   da tos   como   un   p o l i m o r f i s m o  
Tabla   1 3:   Mutaciones   encontradas   en   los   p a c i en t e s   co n   s índ r o m e   mielodisplásico   (SMD),  
glioblastoma  m u l t if o r m e   (GB)   y  tumores   de   mama.   ( NA:  N o   analizado).  
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( r s 3 4045356) .  El   cam bio   d e   citosina   p o r   timi na   de   l a   p o s i c i ó n   3 6 6   ( c.366G>A   ( p.S122S) ),  
no   descri to   h a s ta   el   m o m e n t o ,   fue   enco ntrado   en   un   c a s o   de   s í n d r o m e   m i e lo d i s p l á s i c o   en  
h e t e r o c i g o s i s ,   y   en   un   caso   de   los   90   e s t u d i a d o s   en   tumores   de   m a m a ,   también   en  
h e t e r o c i g o s i s .   
La   m u t a c i ó n   c.611A>G   ( p.H203R) ,   u n   c a m b i o   de   nu cleótido   que   s e   t r a d u ce   e n   el  
cambio   de   u na   histidina   p o r   una   arginina   en   la   p r o t e í n a ,   s e   obs ervó   en   un   c a s o   de  
g l i o b l a s t o m a   multiforme .   Aparece   descrita   co mo   un   p o l i m o r f i s m o   p o b l a c i o n a l  
( r s 3 7 50103).   
En   el   i n t r ó n  10  l o c a l i z a m o s ,   en   una   zona   de  14   repeticiones   de   tim ina,   i n s e r c i o n e s  
de   1  ó   2  t i m in a s ,   IVS10+47in sT   e   IVS10+47in sTT ,   tanto   en   s í n d r o m e s   m i e l o d i s p l á s i c o s  
como   en   g l i o b l a s t o m a s ,   que   no   h a n   s i d o   d e s c r i t a s   h a s t a   el   m o m e n t o .   Se   c o n s i d e r a r o n  
muta ciones   no   p a t o g é n i c a s   p o r   s u s   c a r a c t e r í s t i c a s:   muta ciones   i ntr ó nica s   a l e j a d a s   de   la  
zona  de  p r o c e s a m i e n t o   de l  RNA  en  u na   r e g i ó n  de  r e p e t i c i ó n  de  t i m i n a s .  
En   r e s u m e n ,   en   el   r a s t r e o   de   muta cion es   p a t o g é n i c a s   del   gen  CHN2 ,   en   l o s   tipo s  
de   cá ncer   e s t u d i a d o s ,   hem o s   e n c o n t r a d o   ocho   m u t a c i o n e s   de   l a s   c u a l e s   cin co   h a bía n   s i d o  
d e s c r i t a s   p r e v i a m e n t e   como   p o l i m o r f i s m o s   en   la   b a s e   de   d a t o s   del   NCBI  
( h t t p://www . n c b i . n l m . n i h . g o v / s n p ) .  Las   tres   mu tacio nes   d e s c r i t a s   p o r   primera   v ez   en   este  
t r a b a j o   s o n   c a m b i o s   i n t r ó ni c o s   o   e x ó n i c o s   que   no   p r oducen   m o d if i c a c i ó n   de   a mi n o á c i d o .  
Debido   a   s u s   característi cas   no   p o d e m o s   c o n s i d e r a r   ningu na   de   es tas   muta cione s  
d e t e c t a d a s   c o m o   muta ciones   patogé ni cas   impli cada s   de   la   a p a r i c i ó n   de   esto s   t u m o r e s ,  
s i n o   que   deb en   t r a t a r s e   d e   p o l i m o r f i s m o s   p o b l a c i o n a l e s .   P a r a   a n a l i z a r   s i   algu no   de   e s t o s  
p o l i m o r f i s m o s   s e   as o cia   con   una   m a y o r   p r e d i s p o s i c i ó n   a l   d e s a r r o l lo   del   cáncer,   decid imos  
r e a l i z a r  el   e s t u d i o  p o b l a ci o n a l  qu e  s e   de scribe  a   conti nuación.  
I.2. ANÁLISIS  DE LOS POLIMORFISMOS  DEL GEN CHN2. 
I.2.a. Análisis de polimorfismos del gen CHN2 en pacientes con cáncer. 
Los   c a m b i o s   p o l i m ó r f i c o s   en   un   ge n   p u e d e n   a f e c t a r   a   l o s   n i v e l e s   de   transcri pci ó n,  
la   e s t a b i l i d a d   y   la   m a d u r a ci ó n   d e l   RNA,   o   a   la   f u n c i ó n ,   e x p r e s i ó n   y   p l e ga mi e nto   de   la  
p r o t e í n a ,  lo  q ue  p ue de  d a r  l u g a r  a  p e q u eñ o s  c a m b i o s  de  s u  a c t i v i d a d .  
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La   búsqueda   de   muta cion es   en   el   gen  CHN2  en   m u e s t r a s   de   tumores   d e s c r i t a s   en  
el   a p a r t a d o   anterio r   no   r e v e l ó   ninguna   a l t e r a c i ó n   qu e   pudiera   e x p l i c a r   s u   impl icación   en  
el   d e s a r r o l l o   del   c á n ce r ,   p e r o   s i   n o s   permitió   c a r a c t e r i z a r   d i v e r s o s   p o l i m o r f i s m o s   del   gen.  
Decidimos ,   p o r   t a n t o ,   e s t u d i a r   l o s   p o l i m o r f i s m o s   m á s   rel e v a n t e s   e nc o n t r a d o s .  
Seleccio n a m o s   tres   p o l i m o r f i s m o s   de   l o s   ocho   enco ntrados   p o r   s u   p o s i b l e   i mp l i c a c i ó n   en  
la   modifica ci ón   de   l a s   car a cterísti cas   d e l   ge n  CHN2 .  Elegimos   el   p o l i m o r f i s m o  IVS5+7C>T  
( r s12112301),   s i t u a d o   en   la   p o s i c i ó n   + 7   del   i n t r ó n   5 ,   p o r q u e   a u n q u e   no   s e   sitúa   en   la  
r e g i ó n   de   r e c o n o c i m i e n t o   de   la   m a q u i n a r i a   de  splicing ,   un   camb i o   en   e s a   p o s i c i ó n   p o d r í a  
a f e c t a r   a   la   a f i n i d a d   c o n   l a   que   l a s   p r o te í n a s   qu e   i n t e r v i e n e n   en   este   p r o c e s o   s e   unen   a  
esta   r e g i ó n   del   DNA.   El   p o l i m o r f i s m o   c.366G>A   ( p.S122S)   fue   elegido   por que   es   un  
cambio   s i l e n c i o s o   en   la   r e gió n   codificant e   del   e x ó n   6 .   H a b í a   s i d o   detectado   en   u n   c a s o   de  
SMD   y   en   un   c a s o   de   cánc er   de   m a m a .  El   t e r ce r   p o l i m o r f i s m o ,   c.611A>G   ( p.H203R)   es   un  
cambio   de   n ucle ó ti do   en   el   e x ó n   7 ,   que   genera   un   cambio   del   a mino á cido   hi stidina   p o r  
arginina   en   la   p r o t e í n a .  El   cambio   d e   a mino á cido   es tá   l o c a l i z a d o   en   una   r e g i ó n   cer cana   a l  
inicio   de l   do minio   f u n c i o n a l   C1  de   la   p r o t e í n a ;   u n   dominio   c o m ú n   p a r a   β1‐  y   β2‐
quimeri na,   y   e s e n c i a l   p a r a   g r a n   p a r t e   d e   s u s   f u n c i o n e s .  Este   p o l i m o r f i s m o   ha   s id o   descrito  
p r e v i a m e n t e   ( r s 3 7 50103)   y   a p a r e c e   a s o c i a d o   c o n   la   p r e d i s p o s i c i ó n   a   p a d e c e r  
e s q u i z o f r e n i a .   
Los   cinco   p o l i m o r f i s m o s   r e s t a n t e s   e nc o n t r a d o s   en   el   a n á l i s i s   de   mu taciones   del  
gen  CHN2  no   s e   a n a l i z a r o n   pu esto   qu e   s e   trata   de  SNPs   intrónico s   l e j a n o s   a   l a s   r e g i o n e s  
de   splicing ;   a   e x c e p c i ó n   d e l   p o l i m o r f i s mo   c . 327C>T   ( p . H109H)   q ue   es   u n   p o l im o r f i s m o  
e x ó n i c o .   No   o b s t a n t e ,   este   p o l i m o r f i s m o   también   s e   descartó   p o r q u e   y a   a p a r e c í a   descrito  
en   l a s   b a s e s   de   d a t o s   d e   p o l i m o r f i s m o s   y   s u s   frecue ncias   a l é l i c a s   en   lo s   e s t u d i o s  
p o b l a c i o n a l e s   de   l a s   b a s e s   de   d a t o s   e r a n   s i m i l a r e s   a   la   e n c o n t r a d a   en   el   estudio  
muta cional.  
P a r a   e s t u d i a r   la   p o s i b l e   de   a s o c i a c i ó n   de   p o l i m o r f i s m o s   del   gen  CHN2  c o n   cá ncer,  
s e l e c c i o n a m o s   m u e s t r a s   d e  DNA   o b t e n i d o   a   p a r t i r   de   s a n g r e   p e r i f é r i c a   de  23   c a s o s   de  
s í n d r o m e   m i e l o d i s p l á s i c o .   Tambié n   e s t u d i a m o s   144   m u e s t r a s   de   s a n g r e   p e r i f é r i c a   d e  
i n d i v i d u o s   c o n   tumores   del   s i s t e m a   n e r v i o s o   central   d i v i d id o s   en   a s tr o c i t o m a s  
a n a p l á s i c o s   (22   p a c i e n t e s ) ,   meningio m as   (76   p a c i e n t e s )   y   g l i o b l a s t o m a s   de   a l t o   g r a d o   (46  
pacien tes),   y   161   m u e s t r a s   de   s a n g r e   p e r i f é r i c a   de   paci entes   c o n   cá ncer   de   ma ma  
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e s p o r á d i c o .   Como   contr o les   s e l e c c i o na m o s   m u e s t r a s   de   s a n g r e   p e r i f é r i c a   de   218  
i n d i v i d u o s   (125   mujeres   y   9 3   h o m b r e s )   que   no   pa decían   nin gú n   tipo   de   cá ncer   e n   el  
m o m e n to   del   e s t u d i o .  Los   c o n t r o l e s   f u e r o n   comun es   p a r a   l o s   e s t u d i o s   de   l o s   tr es   t i p o s   de  
cáncer;   p e r o   en   el   e s t u d i o   de   a s o c i a c i ó n   c o n   cá ncer   de   mama   s ó l o   s e   u t i l i z a r o n   c o n t r o l e s  
del  sexo  f em en i n o ,  p a r a  e xcluir  un  s e s g o  p o r  s e x o .  
Todos   l o s   g r u p o s   e s t u d i a d o s   cumpl í a n   el   e q u i l i b r i o   de   Hardy‐Weinberg,   a  
exce pción   de   la   p o b l a ci ó n   c o n t r o l   e n   el   p o l i m o r f i s m o   c.366 G>A.  Este   es   un   p o l i m o r f i s m o  
c o n   u na   f r e c u e n c i a   muy   b a j a   y   la   a p a r i c i ó n   d e   u n   único   c a s o   d e   geno tipo   h o mo cigo to  
mutado   (AA)   debido   a l   a z a r   en   la   e l e c c i ó n   de   l o s   c o n t r o l e s   condiciona   el   e q u i l i b r i o ,  
impidi endo   q ue   la   d i s t r i b uc i ó n   d e l   p o l im o r f i s m o   en   n u e s t r a   p o b l a c i ó n   s e a   co nsiderada  
como   n o r m a l.   Este   da to   s e   t u v o   e n   cuenta   a   la   h o r a   de   a n a l i z a r   l a s   d i f e r e n c i a s   en   la  
d i s t r i b u c i ó n  d e  l o s  g e n o t i p o s  entre   g r u p o s .  
I.2.a.1 Estudio  de  asociación  de  los  polimorfismos  del  gen  CHN2  con  síndrome 
mielodisplásico. 
Se   l l e v ó   a   cabo   el   a n á l i s i s   de   la   distribuci ó n   de   genoti pos   de   l o s   tres   p o l i m o r f i s m o s  
e s t u d i a d o s   e ntr e   l o s  23   p a c i e n t e s   c o n  SMD   y   l o s  218   i n d i v i d u o s   c o n t r o l .  Las   frecue ncias  
de   l o s   genoti pos   de   l o s   tr es   p o l i m o f i s m o s   e s t u d i a d o s   s e   m u e s t r a n   en   la   fi gur a  23A.  En   el  
p o l i m o r f i s m o   IVS5+7C>T    el   a l e l o   meno s   frecue nte   es   el   a l e l o   T.   Su   frecue ncia   de  
a p a r i c i ó n   no   s u p e r a   el   5 %   en   h o m o c i g o s i s   p o r   lo   que   s e   a g r u p a r o n   lo   genoti pos   c o n   a l e l o  
T  p a r a   s u   análisis   e s t a d í s t i c o .  Lo   m i s m o   sucedió   c o n   el   a l e l o  A  del   p o l i m o r f i s m o   c.366G>A   
( p .S122S)   y   el   a l e l o   G   d e l   p o l i m o r f i s m o   c . 611A>G   (p.H203R),   a m b o s   c o n   frecue ncias  
i n f e r i o r e s   a l   5%   en   h o m o c i g o s i s .  Sobre   l o s   d a t o s   de   frecue ncia   a g r u p a d o s   s e   r e a l i z a r o n   l o s  
t e s t   e s t a d í s t i co s .  En   el   c a s o   del   p o l i m o r f i s m o  IVS5+7C>T    s e   u t i l i z ó   el   t e s t   de  Chi ‐cuadra do  
de  Pearson  p o rque   la   frecuencia   de   l o s   g e n o t i p o s   a g r u p a d o s   e r a   m a y o r   a l   5 % ,   obteni endo  
un   v a l o r   de  p  de  0,527.  Sin   e m b a r g o ,   en   l o s   o t r o s   d o s  SNP   s e   u t i l i z ó   el   t e s t   de  Fisher  a l  
tener   f r e c u e n c i a s   q ue   n o   s u p e r a n   el   5 % ,   c o n   v a l o r e s   de   p  d e   0,915   p a r a   c . 3 6 6 G >A   
( p .S122S)   y  0,   715   p a r a   c . 611A>G   ( p . H203R)   ( F i g .  22B).   P o r   lo   ta nto   este   a n á l i s i s   muestra  
que   no   exis ten   difere nci a s   e s t a d í s t i c a m e n t e   s i g n i f i c a t i v a s   en   la   distribució n   de   l o s  
g e n o t i p o s   e ntr e   pa cien tes   c o n   s í n d r o m e   m i e l o di s p l á s i c o   y   c o n t r o l e s ,   r e v e l a n d o   la  
ausencia   de   a s o c i a c i ó n   de   e s t o s   p o l i m o r f i s m o s   c o n   la   p r e d i s p o s i c i ó n   a   d e s a r r o l l a r   e s ta  
e n f e r m e da d .  
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A Distribuc i ón  d e   lo s   g en o t ip o s   HWE   Agrupaci ón  d e   ge n o ti p os   Total  
   CC  CT  TT  CC  CT  y  TT 
IVS5+7C>T  
SMD  20  (87,0%)   3   (13,0%)   0  (0%)   0,738   20  (87,0%)   3   (13,0%)   23  
Controle s   178   (81,7% )   38   (17,4% )   2  (0,9% ) 0,986   178   (81,7% )   40   (18,3% )   218  
      GG  GA  AA  HWE   GG  GA  y  AA  Total  
c.366G>A   
( p.S122S)  
SMD  22  (95,7% )   1  (4,3% )   0  (0%)   0,915   22  (95,7% )   1  (4,3% )   23  
Controle s   212  (98,6% )   2  (0,9% )   1  (0%)   <0,01   212  (98,6% )   3   (1,4% )   215  
      AA  AG  GG  HWE   AA  AG  y  GG  Total  
C.611A>G  
( p.H203R)  
SMD  22  (100%)   0  (0%)   0  (0%)   ‐  22  (100%)   0  (0%)   22 
Controle s   194   (90,7% )   20  (9,3% )   0  (0%)   0,473   194   (90,7% )   20  (9,3% )   214  
 
 
 
 
 
 
I.2.a.2 Estudio  de  asociación  de  los  polimorfismos  del  gen  CHN2  con  los  tumores  del 
Sistema Nervioso Central. 
Estudia mo s   la   d i s t r i b u c i ó n   de   l o s   genoti pos   de   l o s   tr es   p o l i m o r f i s m o s  
seleccionado s  del   gen  CHN2 en  m u e s t r a s  de  s a n g r e   periférica   de   pacien tes  d i a g n o s t i c a d o s  
de  t u m o r e s  d e l  s i s t e m a  n e r v i o s o  central  y  de  i n d i v i d u o s  s a n o s  (Fig.  23A).    
Al   i g u a l   que   o c u r r i ó   en   el   c a s o   a n t e r i o r ,   l o s   genotip o s   de   l o s   tre s   p o l i m o r f i s m o s  
e s t u d i a d o s   f uer o n   a g r u p a d o s   p a r a   el   a n á l i s i s   estadístico   de bido   a   la   b a j a   f r e c u e n c i a   d e  
a p a r i c i ó n   d e l   a l e l o   m e n o s   común .  En   e s t o s   t u m o r e s ,   el   a l e l o   G   d e l   p o l i m o r f i s m o   c .366G>A   
( p .S122S)   pr esentó   una   f r e c u e n c i a   m a y o r   del   5 % ,   a   difer encia   de   la   d i s t r i b u c i ó n  
Figura  22:  Distribució n   d e   los   genotipos   d e   l o s   p o l im o r f ism o s  IVS5+7C>T,   c.366G>A   (P.s122S)   y  
c.611A>G   (p.H203R)   en   lo s   pacien tes   d e   s ín d r om e   mielodisplásico   y   los   c on t r o l es.   (A)  Tabla   en  
la   q u e   se   representan   los   p or c e n t a j e s   de   los   g e n o t i p o s   para   los   tres   polimorfismos.   ( B )  Análisis  
estadístico   d e   la   distribución   d e   las   ag rup ac iones   d e   g e n o t ip o s   d e   los   tres   polimorfismos  
estudiados,   entre   p a c i en t e s   y   controles.  El   valor   d e  p  se   h a   c a lc u l a d o   u t i l i z a n d o   el   test   d e  Chi ‐
c u ad r a d o   d e  Pearson ,   excepto   en   el   polimorfismo   c .3 66G>A   (p .S122S)   q u e   se   utilizó   el   test   d e  
Fisher.  
B  
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o b s e r v a d a   en   s í n d r o m e   m i e l o d i s p l á s i c o ,   y   p o r   ell o   u t i l i z a mo s   el   t e s t   estadí stico   de  Chi ‐
cuadrado   de   Pearson  e n   v e z   del   t e s t   de   Fisher .   Los   o t r o s   p o l im o r f i s m o s   p r e s e n t a r o n  
f r e c u e n c i a s   s i m i l a r e s   a   l a s   d e s c r i t a s   en   el   estudio   a n t e r i o r ,   p o r   lo   que   s e   a n a l i z a r o n  
u t i l i z a n d o   l o s   tests   a n t e r i o r m e n t e   m e n c i o n a d o s   p a r a   cada   una   de   e l l a s   ( Pearson  p a r a  
IVS5+7C>T  y  Fisher p a r a   c . 611A>G   ( p . H203R)).  
A Distribuc i ón  d e   lo s   g en o t ip o s   HWE   Agrupaci ón  d e   ge n o ti p os   Total  
CC  CT  TT  CC  CT  y  TT 
IVS5+7C>T  
Tumore s  SNC 113   (78,5% )   30   (20,8%)   1  (0,7% )   0,512   113   (78,5% ) 31   (21,5%)   144  
Controle s   178   (81,7% )   38   (17,4% )   2  (0,9% )   0,986   178   (81,7% ) 40   (18,3% )   218   
GG  GA  AA  HWE   GG  GA  y  AA  Total  
c.366G>A   
( p.S122S)  
Tumore s  SNC 143   (100%)   0  (0%)   0  (0%)   ‐  143   (100%) 0  (0%)   143   
Controle s   212  (98,6% )   2  (0,9% )   2  (0%)   <0,01   212  (98,6% ) 3   (1,4% )   215   
AA  AG  GG  HWE   AA  AG  y  GG  Total  
c.611A>G  
( p.H203R)  
Tumore s  SNC 121  (85,8% )   19   (13,5% )   1  (0,7% )   0,79   121  (85,8% ) 20  (14,2%)   141   
Controle s   194   (90,7% )   20  (9,3% )   0  (0%)   0,473   194   (90,7% ) 20  (9,3% )   214   
 
 
 
 
 
Tras   l o s   a n á l is i s   e s t a d í s t i c o s   o b t u v i m o s   u n o s   valores   de  p  p a r a   el   p o l i m o r f i s m o  
IVS5+7C>T   d e  0,426,   de  0,278   p a r a   el   p o l i m o r f i s m o   c.366G>A     ( p .S122S)   y   u n   v a l o r   de  p 
de  0,341   en   el   c a s o   del   e s tudio   del   p o l i m o r f i s m o   c . 611A>G   (p.H203R).  Estos   r e s u l t a d o s  
m u e s t r a n   qu e   no   e xi s t e n   d i f e r e n c i a s   e s ta dís tica me nte   s i g n i f i c a ti v a s   en   la   d i s t r i b u c i ó n   de  
l o s  p o l i m o r f i s m o s  entre  l a s  d o s  poblacio nes  c o m p a r a d a s  ( F i g .  23B).  
Figura  23:  Distribució n   d e   los   genotipos   d e   l o s   p o l im o r f ism o s  IVS5+7C>T,   c.366G>A   (P.s122S)   y  
c.611A>G   (p.H203R)   en   los   pacien tes   d i a gno s t i c ad os   d e   tu m o res   del   s ist e m a   nervio sos   central   y  
l o s   controles.   (A)  Tabla   en   la   q u e   se   representan   los   p o rce n t a j e s   d e   los   g e n o t ip o s   p a ra   los   tres  
polimorfismos.   ( B )  Análisis   es tadístico   d e   la   distribución   d e   las   a g r u p ac i o n e s   d e   g en o t i pos   d e   los  
tres   polimorfismos   estudiad os,   entre   p ac i e nt e s   y   c on t r o l e s.   Valor   d e  p  hay ad o   utilizando   el   test  
d e  Chi ‐c u ad r ad o   d e  Pearson ,   e x c e p t o   en   el   polimorfismo   c . 3 66 G >A   ( p .S122S)   q u e   se   utilizó   el   test  
d e  Fisher.  
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Los   tumores   a n a l i z a d o s   en   este   estudi o   tienen   una s   característi cas   h i s t o l ó g i c a s ,  
celulares   y   m o l e c u l a r e s   m uy   heter o g é n e a s .  Estudios   p r e v i o s   a s o ci a n   la   a l t e r a c i ó n   de  β2‐
quimeri na   co n   la   p r o g r e s i ó n   t u m o r a l   e n   tu mores   de   s i s t e m a   n e r v i o s o   central,   de   m a n e r a  
que   e s t a s  a l t e r a c i o n e s  a p a r e c e n  s o l a m e n t e  en  g l i o b l a s t o m a s  m u l t i f o r m e s .  
Tenien do   en   cuen ta   e s t o s   d a t o s   decidimos   r e a l i z a r   este   estudi o   dividiendo   l o s  
pacien tes   s e g ú n   el   tipo   de   t u m o r:   a s t r o c i t o m a s ,   m e n i n g i o m a s   y   g l i o b l a s t o m a s ,   t a l   y   c o m o  
s e   detalla   en   la   f i g u r a  24A.  Compara m o s   cada   subgrupo   t u m o r a l   c o n   la   p o b l a c i ó n   c o n t r o l .  
Los   r e s u l t a d o s   del   a n á l i s i s   estadístico   no   muestra n   a s o c i a c i ó n   de   l o s   p o l i m o r f i s m o s  
e s t u d i a d o s   c o n   la   p r e di s p o s i c i ó n   a l   d e s a r r o l l o   de   ni nguno   de   e s t o s   t i p o s   espe cíficos   de  
t u m o r ,  in clui do  l o s  g l i o b l a s t o m a s  m u l t i f o r m e s  (Fi g.  24B).  
A Distribuc i ón  d e   lo s   g en o t ip o s   HWE   Agrupaci ón  d e   ge n o ti p os   Total  
      CC  CT  TT  CC  CT  y  TT 
IVS5+7C>T  
AC  16   (72,7% )   6   (27,3% )   0  (0%)   0,459   16   (72,7% )   6   (27,3% )   22  
MG  62   (81,6% )   14   (18,4% ) 0  (0%)   0,376   62   (81,6% )   14   (18,4% )   76   
GB   35   (76,1%)   10  (21,7%) 1  (2,2%) 0,777   35   (76,1%)   11  (23,9% )   46   
Controle s   178   (81,7% )   38   (17,4% ) 2  (0,9% ) 0,986   178   (81,7% )   40   (18,3% )   218  
( %)      GG  GA  AA  HWE   GG  GA  y  AA  Total  
c.366G>A   
( p.S122S)  
AC  22  (100%)   0  (0%)   0  (0%)   ‐  22  (100%)   0  (0%)   22  
MG  75   (100%)   0  (0%)   0  (0%)   ‐  75   (100%)   0  (0%)   75   
GB   46   (100%)   0  (0%)   0  (0%)   ‐  46   (100%)   0  (0%)   46  
Controle s   212  (98,6% )   2  (0,9% )   2  (0%)   <0,01   212  (98,6% )   3   (1,4% )   215  
      AA  AG  GG  HWE   AA  AG  y  GG  Total  
C.611A>G  
( p.H203R)  
AC  18   (81,8% )   3   (13,6% )   1  (4,5% ) 0,13   18   (81,8% )   4   (18,2%)   22 
MG  65   (86,7% )   10  (13,3% ) 0  (0%)   0,536   65   (86,7% )   10  (13,3% )   75  
GB   38   (86,4% )   6   (13,6% )   0  (0%)   0,627   38   (86,4% )   6   (13,6% )   44  
Controle s   194   (90,7% )   20  (9,3% )   0  (0%)   0,473   194   (90,7% )   20  (9,3% )   214  
 
 
Figura  24:  Distribuci ó n   de   lo s   genotipos   d e   lo s   po limorf is m os   IVS5+7C>T,   c.366G>A   (P.s122S)   y  
c.611A>G   (p.H203R)   en   los   s ub g r up os   d e p a c i en t es   dia g n o s ti c a do s   d e   t u m o r es   d e l   s i s t em a  
n e r v i os o s   central,   dividid os   en   as t roc it omas   (AC),   meningiomas   (MG)   y   glioblastomas   (GB),   y   los  
contro les.   (A)   Tabla   en   la   q u e   se   representan   los   p o r c e n t aj e s   d e   los   g e n o t i p o s   para   los   tres  
polimorfismos.   ( B )  Análisis   estadístico   d e   la   distribución   de   las   a g r u p ac io n e s   d e   gen o tip o s   d e   los  
tres   polimorfismos   estudiados,   entre   s u bg r u p o s   d e   p ac i e n t e s   y   controles.   Valor   de   p  h a y ado  
u t i l i z a n d o   el   test   d e  Chi ‐c u adr a d o   d e  Pearson ,   e x c ep t o   en   el   polimorfis mo   c . 3 66 G >A   (p .S122S)   qu e  
se   utilizó   el   test   d e  Fisher.  
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I.2.a.3 Estudio de asociación de los polimorfismos del gen CHN2 con el cáncer de mama. 
El   tipo   tumor a l   en   el   qu e   m á s   f r e c u e n t e m e n t e   s e   h a n   o b s e r v a d o   a l t e r a c i o n e s   de  
la   β2‐quimeri na   es   el   cánc er   de   m a m a .   P a r a   e s t u d i a r   la   c o n t r i b u c i ó n   de   l a s   v a r i a c i o n e s  
p o l i m ó r f i c a s   del   gen   c o n   e l   d e s a r r o l l o   de   esta   enfermedad,   e s t u d i a m o s   l a s   distribucion e s  
de   l o s   genoti pos   de   l o s   tres   p o l i m o r f i s m o s   del   gen   CHN2  en   212  m u e s t r a s   de   s a n g r e  
periférica   d e   mujeres   c o n   cán cer   de   m a m a ,   f r e n t e   a   153   mujeres   qu e   no   t e n í a n  
a n t e c e d e n t e s  de   cán cer   (Fi gura  25A).   
A  Distribuc i ón  d e   lo s   g en o t ip o s   HWE   Agrupaci ón  d e   ge n o ti p os   Total  
CC  CT  TT  CC  CT  y  TT 
IVS5+7C>T  
C.  mama   179   (84,4% )   30   (14,2%)   3   (1,4% ) 0,193   179   (84,4% )   33   (15,6% )   212 
Controle s   125   (81,7% )   26   (17%)   2  (1,3% ) 0,628   125   (81,7% )   28   (18,3% )   153  
GG  GA  AA  HWE   GG  GA  y  AA  Total  
c.366G>A   
( p.S122S)  
C.  mama   203   (98,1%)   4   (1,9% )   0  (0%)   0,888   203   (98,1%)   4   (1,9% )   207  
Controle s   150   (99,3% )   0  (0%)   1  (0,7% ) <0,01   150   (99,3% )   1  (0,7% )   151  
AA  AG  GG  HWE   AA  AG  y  GG  Total  
C.611A>G  
( p.H203R)  
C.  mama   192   (89,7% )   22  (10,3%)   0  (0%)   0,428   192   (89,7% )   22  (10,3%)   214  
Controle s   135   (89,4% )   16   (10,6%)   0  (0%)   0,492   135   (89,4% )   16   (10,6%)   151  
 
 
 
 
 
 
Al   i g u a l   que   en   l o s   c a s o s   a n t e r i o r e s ,   los   d a t o s   de   los   g e n o t i p o s   f u e r o n   a g r u p a d o s  
debido   a   la   b a j a   presencia   del   a l e l o   m e n o s   c o m ú n .   Buscamo s   diferencias   en   la  
d i s t r i b u c i ó n   de   l o s   g r u p o s   de   g en o t i p o s   de   cada   p o l i m o r f i s m o   e n t r e   pacie ntes   y   c o n t r o l e s  
Figura  25:  Distribuci ó n   d e   lo s   genotipos   d e   los   p ol i m orf i s m os   IVS5+7C>T,   c.366G>A   (P.s122S)   y  
c.611A>G   (p.H203R)   en   los   pacien tes   d i a gno s t i c ad os   de   tu m o res   d e   mama.   (A)  Tabla   en   la   qu e   se  
representan   los   p o r c e nt a j e s   d e   los   g enotipos   para   los   tres   polimorfismos.   ( B )  Análisis   estadístico   d e  
la   distribución   d e   las   agru paciones   d e   g en o t i p o s   d e   los   tres   polimorfismos   estudiados,   entre  
p a c i e nt e s   y   controles.  El   valor   d e  p  se   h a   calculado   utilizando   el   test   d e  Chi ‐c u ad r a d o   d e  Pearson,  
e x c e p t o   en   el  polimorfismo   c . 3 66 G >A  ( p .S122S)  q u e   se   utilizó   el   test   d e  Fisher.  
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u t i l i z a n d o   l o s   t e s t   e s t a d í s t i co s   de  Chi ‐c u a d r a d o   de  Pearson  y   el   t e s t   de  Fisher .   N o   h e m o s  
o b s e r v a d o   d i f e r e n c i a s   e s t a d í s t i c a m e n t e   s i g n i f i c a t i v a s   en   ningu no   de   l o s   tres  
p o l i m o r f i s m o s  e s t u d i a d o s   ( F i g .  25B).  
En   r e s u m e n ,   no   o b s e r v a m o s   a s o c i a c i ó n   de   l o s   tr es   p o l i m o r f i s m o s   del   ge n  CHN2 
seleccionado s   c o n   l o s   tip o s   de   cán cer   e s t u d i a d o s   en   este   t r a b a j o .   No   o b s t a n t e ,   cab e  
d e s t a c a r   qu e   el   p o l i m o r f i s m o   c . 611A>G   ( p . H203R)   en   s í n d r o m e s   m i e l o d i s p l á s i c o s   muestra  
una   f r e c u e n c i a   de   a p a r i c i ó n   del   a l e l o   G   m e n o r   q ue   la   o b s e r v a d a   en   el   r e s t o   de   l a s  
p o b l a c i o n e s   e s t u d i a d a s ,   t a n to   c o n t r o l es   como   pacientes   c o n   o t r o s   t i p o s   t u m o r a l e s .  Esta  
d i f e r e n ci a   no   muestra   s i g n i f i c a c i ó n   esta dística   probableme nte   de bido   a l   p eque ño   tamaño  
p o b l a c i o n a l   a n a l i z a d o .   N o   d e s c a r t a m o s   que   s e   demu estre   l a   a s o c i a c i ó n   de   este  
p o l i m o r f i s m o  c o n   el  s í n d r o m e   m i e l o d i s p l á s i c o  a l  a u m e n t a r  el  n ú m er o  de   c a s o s .  
Ante   la   a u s e n c i a   de   a s o c i a c i ó n   de   l o s   p o l i m o r f i s m o s   e s t u d i a d o s   c o n   el   d e s a r r o l l o  
de   cán cer   d e cidi mo s   c o m p r o b a r   s i   l a s   v a r i a c i o ne s   p o l i m ó r f i c a s   del   gen   CHN2  s o n  
r e l e v a n t e s   e n   el   d e s a r r o l l o   de   o t r a s   enf er me da de s   r e l a c i o n a d a s   c o n   la   f u n c i ó n   de   la  
quimeri na  β2.  
I.2.b. Análisis de los polimorfismos del gen CHN2 en drogodependencias. 
Además   del   p o s i b l e   papel   de   l a s   qui me rinas   como   g e nes   s u p r e s o r e s   de   t u m o r e s ,  
e s t a s   p r o t e í n a s ,   a   t r a v é s   de   s u   a c c i ó n   r e g u l a d o r a   s o b r e  Rac,   tie ne n   f u n c i o n e s   r e l a c i o n a d a s  
c o n   el   d e s a r r o l l o   del   s i s t e m a   n e r v i o s o .   Rac   está   a s o c i a d a   c o n   la   r e g u l a ci ó n   de   la  
p l a s t i c i d a d   e s tr uct ur a l   de   l a s   e s p i n a s   y   l a s   d e n d r i t a s ,   y   a p a r e c e   implicada   en   p r o c e s o s  
n e u r o n a l e s   c o m o   la   m i g r a c i ó n   y   p o l a r i z a c i ó n   n e u r o n a l ,   la   o r i e n t a c i ó n   a x o n a l   y   l a  
f o r m a c i ó n   d e   la   s i n a p s i s   n e u r o n a l .   No   e s ,   p o r   t a n t o ,   extra ño   que   m ut a cio ne s   en  
r e g u l a d o r e s   y   efecto res   de   esta   GTPasa   estén   a s o c i a d a s   c o n   t r a s t o r n o s  
n e u r o d e g e ne r a t i v o s   o   c o n   alteracio nes   de   la   n e u r o g é n e s i s .   Un   e j e m p l o   s o n   l a s  
q u i m e r i n a s ,   y a   que   r e c i e n t e m e n t e   s e   ha   descri to   que   m uta cio ne s   en   el   ge n  CHN1  qu e  
a l t e r a n   la   f u n c i ó n   de  α2‐ quimeri na   s o n   l a s   r e s p o n s a b l e s   del   d e s a r r o l l o   del   denominado  
s í n d r o m e   de   la   r e t r a c c i ó n   de   Duane165 .   No   s e   conoce   h a s t a   el   mome nto   s i   existe n  
a l t e r a c i o n e s   s i m i l a r e s   en   el   gen  CHN2  a s o c i a d a s   a   t r a s t o r n o s   n e u r o n a l e s .  Sin   e m b a r g o ,   s e  
ha   o b s e r v a d o   una   a s o c i a c i ó n   de   este   ge n   c o n   la   a d i c c i ó n   a l   tabaco   en   un   a ná l i s i s   de   G WAS  
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( Genome‐wide Association Study )  129 ,   in dicando   q ue  β2‐qui merina   puede   s e r   r e l e v a n t e   en  
l o s  comporta mientos  a d i c t i v o s .  
Tenien do   en   cuen ta   e s t o s   d a t o s ,   en   es te   t r a b a j o   h e m o s   estudia do   una   p o s i b l e  
a s o c i a c i ó n   entre   p o l i m o r f i s m o s   del   gen   CHN2  y   la   a d i c c i ó n   a l   tabaco   y   a l   a l c o h o l ,   d o s  
s u s t a n c i a s  c u y a  a d i c c i ó n  e s tá  r e l a c i o n a da 166 .   
I.2.b.1 Asociación de los polimorfismos del gen CHN2 y el tabaquismo. 
 H e m o s   e s t u d i a d o   tres   p o l i m o r f i s m o s   del   gen   CHN2:  IVS5+7C>T,   c . 3 6 6 G >A  
( p .S122S)   y   c . 611A>G   ( p . H203R)   en  188   f u m a d o r e s   y  198   individuos   no   f u m a d o r e s   (Fig.  
26A).   La   d i s t r i b u c i ó n   d e l   p o l i m o r f i s m o   c . 3 6 6 G >A   ( p .S122)   no   e s ta ba   en   e q u i l i b r i o   de  
Hardy‐Weinberg  en   l o s   c a s o s   de   f u m a d o r e s   (Fig.  26A).  En   el   r e s t o   de   l o s   p ol i m o r f i s m o s  
m a n t e ní a n  el   equilibrio   en   l a  d i s t r i b u c i ó n  de  l o s   g e n o t i p o s .  
A  Distribuc i ón  d e   lo s   g en o t ip o s   HWE Agrupac i ón  d e   ge n o ti p os   Total  
CC  CT  TT  CC  CT  y  TT 
IVS5+7C>T  
F u m a d o re s   148   (78,7% )   40   (21,3%) 0  (0%)   0,103 148   (78,7% ) 40   (21,3%)   188   
No   fu mado re s  154   (79,8% )   36   (18,6% ) 3   (1,5% ) 0,596 154   (79,8% ) 39   (20,2%)   193  
GG  GA  AA  HWE GG  GA  y  AA  Total  
c.366G>A   
( p.S122S)  
F u m a d o re s   170   (95,5% )   7   (3,9% )   1  (0,6% ) <0,05 170   (95,5% ) 8   (4,5% )   178  
No   fu mado re s   196   (100%)   0  (0%)   0  (0%)   ‐  196   (100%) 0  (0%)   196   
AA  AG  GG  HWE AA  AG  y  GG  Total  
c.611A>G  
( p.H203R)  
F u m a d o re s   169   (90,4% )   18   (9,6% ) 0  (0%)   0,489 169   (90,4% ) 18   (9,6% )   187  
No   fu mado re s  172   (86,9% )   26   (13,1%) 0  (0%)   0,323 172   (86,9% ) 26   (13,1%)   198  
 
 
 
 
Figura  26:  Distribució n   de   los   g e n o t ip os   de   l o s   polimorfismos   IVS5+7C>T,   c.366G>A   (p.S122S)   y  
c.611A>G   (p.H203R)   en   fum ad o res   y   no   f u m a d o r e s.   (A)   Tabla   en   la   q u e   se   representan   los  
p o r c e nt a j e s   d e   los   g e n o t i p o s   para   los   tres   polimorfismos.   ( B )  Análisis   est adístico   d e   la   distribución  
d e   las   agrupaciones   d e   g en o t i p o s   d e   los   tres   polimorfismos   estudiados   entre   fumad ores   y  
controles.   El   valor   d e   p  se   h a y ó   utilizando   el   test   d e   Chi ‐c u ad r a d o   de   Pearson,   e x c e p t o   en   el  
polimorfismo   c . 3 66 G >A  ( p .S122S)   en   el  q u e  se   utilizó   el   test   d e  Fisher.  
B  
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Como   y a   o c u r r i e r a   en   c a s o s   a n t e r i o r e s ,   l a s   frecuencias   d e   a p a r i c i ó n   de   l o s  
g e n o t i p o s   me nos   comunes   f u e r o n   i n f e r i o r e s   a l   5 % ,   po r   lo   que   s e   a g r u p a r o n   l o s   g e n o t i p o s  
en   t o r n o   a l   a l e l o   m e n o s   fr ecue nte   p a r a   r e a l i z a r   l o s   a n á l i s i s   e s t a d í s t i c o s   (Chi ‐ cu adrado   de  
P e a r s o n  y  tes t  de  Fisher ).  
Los   e s t u d i o s   de   l o s   p o l i m o r f i s m o s  IVS5+7C>T   y   c . 611A>G   ( p . H203R)   r ev e l a r o n   qu e  
no   existe   a s o c i a c i ó n   de   e s t o s   d o s   p o l im o r f i s m o s   c o n   la   adicció n   a l   tabaco   ( F i g .  26B).  Sin  
e m b a r g o ,   el   p o l i m o r f i s m o   c.366G>A     ( p .S122S)   m o s t r ó   una   discreta   a s o c i a c i ó n   entre   e l  
a l e l o  A y  e l  co nsumo  de  tab a co  ( p <0,01;  Odss Ratio =  1,047  [1,014 ‐1,089]).   
 
A Cigarrillos  
/d ía  
Distribuc i ón  d e   lo s   g en o t ip o s  
HWE
Agrupac i ón  d e  
Total  
CC  CT  TT  CC  CT  y  TT 
IVS5+7C>T  
>20   56   (78,9% )   15   (21,1%)   0  (0%)   0,320 56   (78,9% )   15   (21,1%)   71  
( )≤20   81 (78,6% )   22  (21,4%)   0  (0%)   0,225 81 (78,6% )   22  (21,4%)   103  
( %)   GG  GA  AA  HWE GG  GA  y  AA  Total  
c.366G>A   
( p.S122S)  
>20   69   (97,2%)   2  (2,8% )   0  (0%)   0,904 69   (97,2%)   2  (2,8% )   71  
( )≤20   91   (93,8% )   5   (5,1%)   1 
( % )
0,011 91   (93,8% )   6   (6,2%)   97  
( %)AA  AG  GG  HWE AA  AG  y  GG  Total  
c.611A>G  
( p.H203R)  
>20   61   (85,9% )   10  (14,1%)   0  (0%)   0,523 61   (85,9% )   10  (14,1%)   71  
( )≤20   97   (94,2%)   6   (5,8% )   0  (0%)   0,761 97   (94,2%)   6   (5,8% )   103  
 
 
 
 
 
 
B  
Figura  27:  Distribució n   d e   los   genotipos   d e   l o s   p o l im o r f ism o s  IVS5+7C>T,   c.366G>A   (p.S122S)   y  
c.611A>G   (p.H203R)   en   fu mad o res   d i v id i d o s   según   el   número   de   cigarrillos   cons umid os   al   d í a.  
(A)  Tabla   en   la   q u e   se   representan   los   porcentajes   d e   los   g e n o t ip o s   p a ra   los   tres   poli morfismos.  
( B )   Análisis   estadístico   d e   la   distribución   d e   las   a g ru p ac i o n e s   d e   g e n o t ip o s   de   los   tres  
polimorfismos   estudiados.  El   valor   d e  p  se   h a y ó   utilizando   el   test   d e  Chi ‐c u ad r a d o   de  Pearson,  
e x c e p t o   en   el  polimorfismo   c . 3 66 G >A  ( p .S122S)   en   el  q u e  se   utilizó   el   test   d e  Fisher.  
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P a r a   c o m p r o b a r   s i   esta   a s o c i a c i ó n   del   t a b a q u i s m o   c o n   el   gen  CHN2  tiene   r e l a c i ó n  
c o n   la   c a n t i d a d   de   nicoti n a   a s p i r a d a   a l   d í a ,   c o m p a r a mo s   l o s   d a t o s   de   l o s   f u m a d o r e s   entre  
s í   a g r u p á n d o l o s   según   la   c a n t i d a d   de   c i g a r r i l l o s   c o n s u m i d o s   p o r   d í a:   m á s   de  20  c i g a r r i l l o s  
a l   día   o   men o s   (Fig.  27A).  Se   c o m p a r a r o n   tambié n   l o s   g e n o t i p o s   de   l o s   p o l i m o r f i s m o s   del  
gen   CHN2  e ntr e   f u m a d o r e s   de   d i s t i n t a s   edades   p a r a   o b s e r v ar   s i   existía   r e l a c i ó n   del  
p o l i m o r f i s m o   c o n   la   p e r s i s t e n c i a   en   el   t i e m p o   c o n   el   c o n s u m o   de   t a b a c o .  En   e s te   c a s o ,  
d i v i d i m o s   l o s   f u m a d o r e s   en   d o s   s u b p o b l a c i o n e s:   m a y o r e s   y   m e no r e s   de   6 5   a ñ o s   ( F i g .  
28A).  
 
A Edad  
fu mad o re s  
Distribuc i ón  d e   lo s   g en o t ip o s  
HWE  
Agrupaci ón  d e   ge n o ti p os  
Total  
CC  CT  TT  CC  CT  y  TT 
IVS5+7C>T  
>   65   a ñ o s   78   (82,1%)   17   (17,9% )   0  (0%)   0,338   78   (82,1%)   17   (17,9% )   95  
≤  65   a ñ o s   70   (75,3% )   23   (24,7% )   0  (0%)   0,174   70   (75,3% )   23   (24,7% )   93  
GG  GA  AA  HWE   GG  GA  y  AA  Total  
c.366G>A   
( p.S122S)  
>   65   a ñ o s   87   (92,5% )   6   (6,4% )   1  (1,1%) 0,036   87   (92,5% )   7   (7,5% )   94  
≤  65   a ñ o s   83   (98,8% )   1  (1,2%)   0  (0%)   0,956   83   (98,8% )   1  (1,2%)   84  
AA  AG  GG  HWE   AA  AG  y  GG  Total  
c.611A>G  
( p.H203R)  
>   65   a ñ o s   86   (90,5% )   9   (9,5% )   0  (0%)   0,628   86   (90,5% )   9   (9,5% )   95  
≤  65   a ñ o s   83   (90,2%)   9   (9,8% )   0  (0%)   0,622   83   (90,2%)   9   (9,8% )   92  
 
 
 
 
 
 
Figura  28:  Distribució n   d e   los   genotipos   d e   l o s   p o l im o r f ism o s  IVS5+7C>T,   c.366G>A   (p.S122S)   y  
c.611A>G   ( p.H203R)   en   s ub gr u p os   d e   fu m ad o res   d i vid id os   s e gún   la   ed ad.   (A)  Tabla   en   la   qu e   se  
representan   los   p o r c e n t aj e s   d e   los   g e n o t i pos   para   los   tres   polimorfismo s.   ( B )  Análisis   estadístico  
d e   la   distribución   d e   las   agrupaciones   d e   g en o t i p o s   d e   los   tres   polimorfismos   e s t u d i a d os.  El   valor  
d e  p  se   h a yó   utilizando   el   test   d e  Chi ‐c ua d rad o   d e  Pearson ,   e x c ep t o   en   el   polimorfismo   c . 36 6 G >A  
( p .S122S)   en   el   q u e   se   utilizó  el   test   d e  Fisher.  
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El   a n á l i s i s   estadístico   r e a l i z a d o   en   e s t u d i o   de   l o s   p o l i m o r f i s m o s   IVS5+7C>T   y  
c . 611A>G   ( p . H203R)   no   m o s tr ó   a so c i a c i ó n   entre   e s t o s   p o l i m o r f i smo s   c o n   el   c o n s u m o   en  
nicotina   o   c o n   la   e d a d   del   f u m a d o r   (Fi g.   27B   y   28B).   Sin   e m b a r g o ,   s í   o b s e r va m o s   una  
r e l a c i ó n   e s t a d í s t i c a m e n t e   s i g n i f i c a t i v a   e ntr e   p o r t a r   e l   a l e l o  A  del   p o l i m o r f i s m o   c . 3 6 6 G >A  
(p.S122)   y   l o s   f u m a d o r e s   m a y o r e s   de   6 5   a ñ o s   (Fig.  28B)   de   maner a   que   la   p r o b a b i l i d a d   d e  
que   un   fuma dor   llegue   a   edades   a v a n z a d a s   y   continúe   c o n   el   c o n s u m o   de   tabaco   es   6  
veces   m a y o r   s i   el   individu o   p o r t a   el   a l e l o  A  de   e s t e   p o l i m o r f i s m o   ( p=0,046;  Odds  ratio: 
6 , 6 7 8  [0,804 ‐5 5 , 4 5 7 ] ) .  
N u e s t r o s   e s t u d i o s   muestr an,   p o r   t a n t o ,   una   a s o c i a c i ó n   del   gen  CHN2 ,   a   t r a v é s   del  
p o l i m o r f i s m o   c.366G>A   ( p .S122),   c o n   el   c o n s u m o   de   t a b a c o ;   m á s   concretame nte   c o n   el  
m a n t e ni m i e n t o  del  c o n s u mo  h a s t a  e da des  a v a n z a d a s .   
Es   muy   f r e c u e n t e   que   el   c o n s u m o   d e   tabaco   e s t é   r el a c i o n a d o   c o n   el   a b u s o   de  
a l c o h o l .   Está   bien   docu m entado   que   en   a m b a s   adicciones   i n f l u y e n   f a c t o r e s   genéti cos  
c o m u n e s ,   exi s tiendo   v a r i a n t e s   a l é l i c a s   de   d i v e r s o s   g e nes   a s o c i a d a s   tanto   a l   t a b a q u i s m o  
como   a l   a l c o h o l i s m o 167 .  Teniendo   e n   cuenta   e s t o s   d a to s ,   decidim o s   a m p l i a r   el   estudio   de  
l o s  tres  p o l i m o r f i s m o s  del   gen  CHN2 a  i n d i v i d u o s  a l c o h ó l i c o s .  
I.2.b.2 Asociación de los polimorfismos del gen CHN2 y el alcoholismo. 
P a r a   e s t u d i a r   la   p o s i b l e   a s o c i a c i ó n   de   l o s   tres   p o l i m o r f i s m o s   del   gen  CHN2  co n   la  
a d i c c i ó n   a l   a l c o h o l   s e l e c c i o n a m o s  278   i n d i v i d u o s   a l c o h ó l i c o s   y  143   i n d i v i d u o s   a b s t e m i o s  
(Fig.   29A).   En   el   c a s o   del   p o l i m o r f i s m o   c.366G>A   ( p .S122S)   no   s e   encontrar o n   c a s o s   o  
c o n t r o l e s   p o r t a d o r e s   del   a l e l o  A,   p o r   lo   que   no   s e   p udo   r e a l i z a r   el   estudio   e s t a d í s t i c o   d e  
c o m p a r a c i ó n   de   l a s   f r e c u e n c i a s   de   l o s   g e n o t i p o s .   En   el   c a s o   de   l o s   o t r o s   dos  
p o l i m o r f i s m o s ,   l o s   g e n o t i p o s   s e   a g r u p a r o n   p a r a   s u   a n á l i s i s   estadístico   sig uiendo   l o s  
c r i t e r i o s  de  lo s  c a s o s  a n t e r i o r e s .  
Al   i g u a l   que   en   el   e s t u d i o   en   f u m a d o r es ,   a l   c o m p a r a r   l o s   d a t o s   de   a g r u p a c i ó n  
alélica   d e   l o s   p o l i m o r f i s m o s   IVS5+7C>T   y   c . 611A>G   (p.H203R)   e n t r e   l o s   a l c o h ó l i c o s   y   l o s  
c o n t r o l e s ,   no   e n c o n t r a m o s   d i f e r e n c i a s   e s t a d í s t i c a m e n t e   s i g n i f i c a t i v a s   en   s u   d is t r i b u c i ó n  
(Fig.  29B).  Tampoco   s e   e n c o n t r a r o n   dif erencias   en   el   p o l i m o r f i s m o   c . 3 6 6 G >A   (p.S122S),  
puesto   que   t o d o s   los   casos   y   c o n t r o l es   p r e s e n t a b a n   el   genotip o   GG.   P o r   lo   tanto   este  
p o l i m o r f i s m o  está  espe cífi camen te  a s o ci a d o  c o n  el  c o n s u m o  de  t a b a co .  
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A Distribuc i ón  d e   lo s   g en o t ip o s   HWE   Agrupaci ón  d e   ge n o ti p os   Total  
CC  CT  TT  CC  CT  y  TT 
IVS5+7C>T  
Alcohóli co s   228   (82,1%)   46   (16,5% )   4   (1,4% ) 0,346   228   (82,1%)   50   (18,0%)   278   (100%)  
Controle s   112  (81,2%)   25   (18,1%)   1  (0,7% ) 0,757   112  (81,2%)   26   (18,8% )   138   (100%)  
GG  GA  AA  HWE   GG  GA  y  AA  Total  
c.366G>A   
( p.S122S)  
Alcohóli co s   277   (100%)   0  (0%)   0  (0%)   ‐  277   (100%)   0  (0%)   277   (100%)  
Controle s   141   (100%)   0  (0%)   0  (0%)   ‐  141   (100%)   0  (0%)   141   (100%)  
AA  AG  GG  HWE   AA  AG  y  GG  Total  
c.611A>G  
( p.H203R)  
Alcohóli co s   252   (91,0%)   26   (9,0%)   0  (0%)   0,413   252   (91,0%)   26   (9,0%)   278   (100%)  
Controle s   122  (85,3% )   21  (14,7% )   0  (0%)   0,343   122  (85,3% )   21  (14,7% )   143   (100%)  
  
 
 
 
 
 
 
Dentro   de   lo s   i n d i v i d u o s   adictos   a l   a l c o h o l   d i f e r e n c i a m o s   d o s   s u b g r u p o s:   l o s  
a l c o h ó l i c o s   a b u s a d o r e s   y   l o s   dependien tes,   como   pu ede   o b s e r v a r s e   en   la   f i g u r a   30A.  Los  
s u b g r u p o s   de   a l c o h ó l i c o s   f u e r o n   c o m p a r a d o s   entre   s í   a   f i n   de   o b s e r v a r   s i   alguno   de   los  
p o l i m o r f i s m o s   e s t a b a   r e l a c i o n a d o   c o n   el   tipo   de   depen den ci a   d e s a r r o l l a d a   p o r   l o s  
distintos   i n d i v i d u o s   c o n s u mi d o r e s   hab ituales   de   a l c o h o l .   Esta   c o m p a r a c i ó n   tampoco  
m o s t r ó  d i f e r e n c i a s  ( F i g .  30B).  
 
Figura  29:  Distribuc ió n   d e   los   g en o t ip os   de   los   p o l i mo r f is m os  IVS5+7C>T,   c.366G>A   (p.S122S)   y  
c.611A>G   (p.H203R)   entre   i n d i v id u o s   alc o h ó l i co s   e   in d i v id u o s   ab st em ios   u ti l i z a d o s   c omo  
contro les.   (A)   Tabla   en   la   q u e   se   representan   los   p o rc e n t aj e s   d e   los   g e n o t i p o s   para   los   tres  
polimorfismos.   ( B )  Análisis   es tadístico   d e   la   distribución   de   las   a g r u p a c io n e s   d e   g e n o tip o s   d e   los  
tres   polimorfismos   e s t u d i a d os.  El   valor   d e  p  se   h a y ó   utilizando   el   test   d e  Chi ‐c u ad r a d o   d e  Pearson .  
N o   se   p ud o   realizar   el   análisis   estadístico   sobre   los   d a t o s   d e l   polimorfismo   c . 36 6 G >A   ( p .S122S)  
a n t e   la  ausencia   d e   alelos  A.  
B  
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o b s e r v a d a   en   un   nú mero   l imita do   de   c á n ce r   de   ma ma   y   g l i o b l a s t o m a s .   P a r a   p r o f u n d i z a r  
en   este   a s p e c t o ,   decid im o s   r e a l i z a r ,   en   primer   l u g a r ,   un   a n á l i s is   de   la   e x p r e s i ó n   del   gen  
CHN2  en   dis tintas   l í n e a s   celulares   t u m o r a l e s   de   d i f e r e n t e   p r o c e d e nc i a .   Selecci o n a m o s  
una   b a t e r í a   de   l í n e a s   celul a res   de   cáncer   de   m a m a ,   s i s t e m a   n e r v i o s o   central,   p á n c r e a s   y  
p r ó s t a t a ,   y   otras   d e r i v a d a s   de   leuce mi a s   y   linfomas.  Como   c o n t r o l e s   u t i l i z a m o s   s a n g r e  
periférica   de   un   individu o   s a n o   y   la   línea   celular   MCF10A   d e r i v a d a   de   tejido   m a m a r i o  
s a n o .   Media n te   PCR   a n i d a d a   a n a l i z a m o s   en   e s t a s   m ue s tr a s   l o s   p a t r o n e s   de   e xp r e s i ó n   de  
l o s  d o s  t r á n s c r i t o s  d e r i v a d o s  del  ge n  CHN2 (Fi g.  31).   
 
 
 
 
 
Acorde   c o n   l o   descrito   p o r   o t r o s   a u t o r e s ,   en   e s t e   es tudio   o b s e r v a m o s   la   ausencia  
de   e xp r e s i ó n   de   β2‐q u i m e r i n a   en   l í n e a s   de   cánc er   de   mama   y   g l i o b l a s t o m a s .   Esta  
ausencia   de   e x p r e s i ó n   ta mbién   s e   o b s e r v ó   en   l í n e a s   t u m o r a l e s   de   d i s t i n t o s   t i p o s   de  
leuce mias   (RS4;11:   leuce mia   linfoblástica   aguda   y  ALL‐1:  d e r i v a d a   de   leuce mia   mieloide  
c r ó n i c a ) .  Los   c o n t r o l e s   u t i l i z a d o s   en   el   estudio   s í   m o s t r a r o n   e x p r e s i ó n   del   t r á n s c r i t o  β2‐.  
Aunque   el   n úmer o   de   l í n e a s   a n a l i z a d a s   es   l i m i t a d o ,   n o s   ha   permiti do   c o n s t a t a r   una  
ausencia  r e c u r r e n t e   de   e s t e  tránscri to  e n  d i s t i nt o s  ti p o s  t u m o r a l e s .  
Tambié n   a n a l i z a m o s   la   e x p r e s i ó n   de  β1‐quimeri na,   i s o f o r m a   de   la   que   s ó l o   s e   ha  
descrito   s u   e xp r e s i ó n   en   t e s t í c u l o   de   ra ta 167 .  En   este   c a s o ,   s e   detecta   t r á n s c r i t o   en   l í n e a s  
Figura   3 1 :  Análisis   d e   la   ex p res ión   d e   las   qu imerin as  β2  y  β1   en   l í n e as   celulares   tumo rales   p o r  
PCR  anidada.  En   los   p an e l e s   superiores   se   muestra   la   expresión   d e l   tránscrito  β2‐quimerina.  En  
los   paneles   cen t rales   se   mu est ra   la   expresión   d e l   trán scrito   β1‐quimerina.   En   los   paneles  
inferiores   se   muestra   la   amplificación   d e   GAPDH   utilizada   como   c o n t rol   d e   la   muestra.  La   flecha  
n e g r a   i n d ic a   la   b a n d a   correspondien te   a   los   tránscritos   completos  β2‐  y  β1‐quimerina.  La   f l e c h a  
b l a n c a   señala   lo   p r o du c tos   d e   PCR  d e   menor   t a m a ñ o   encontrados.  
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celulares   de   distinta   p r o c e d e n c i a:   LN ‐ 4 4 3 ,   Jurkat,   PC3   y   CAPAN.   P o r   lo   que   p o d e m o s  
o b s e r v a r ,   parece   que   la   e x p r e s i ó n   de  β1‐quimeri na   no   está   reducida   a   t e s t í c u l o   como   s e  
c o n o c í a  h a s t a  el   m o m e n to .   
Inesperadam ente,   o b s e r v a m o s   la   a p a r i c i ó n   de   p r o d u c t o s   de   PCR   de   difer ente  
tamaño   a   l o s   e s p e r a d o s ,   tanto   d e r i v a d o s   de   la   i s o f o r m a  β2‐  co mo   de   la  β1‐ qui merina,   qu e  
parecen   r e s t r in g i d o s   a   l a s   m u e s t r a s   t u m o r a l e s .  Estos   p r o d u c t o s   p o d r í a n   s e r   i n d i c a t i v o s   de  
la  p r e s e n c i a   de  i s o f o r m a s  trunca das,  un  tipo   de  a l t e r a c i ó n  ta mbié n  a s o c i a d a  co n  c á n ce r .  
Ante   e s t o s   d a to s   o b t e n i d o s   en   este   a ná l i s i s   p r e l i m i n a r ,   n o s   p l a n t e a m o s   e s t u d i a r  
tanto   el   m e c a n i s m o   que   p ue de   condu ci r   a l   s i l e n c i a m i e n t o   del   gen ,   como   la   r e l e v a n c i a   de  
l o s  tránscrito s  e n c o n t r a d o s .  
II.2. VARIANTES TRANSCRIPCIONALES DEL GEN CHN2. 
II.2.a. Descripción de nuevas variantes del gen CHN2. 
Tras   c l o n a r   y   secuen ciar   l o s   f r a g m e n t o s   de   m e n o r   tamaño   de   l a s   is o f o r m a s  β2‐  y  
β1‐qui merina ,   i d e n t i f i c a m o s   un   t o t a l   de   ocho   n u e v a s   v a r i a n t e s   d e r i v a d a s   d e   la   f o r m a  
comple ta   β2‐quimeri na   y   n u e v e   v a r i a n t e s   d e r i v a d a s   de   la   β1‐quimeri na.   Todas   s e  
a ñ a d i e r o n   a   la   b a s e   de   datos   de   NCBI   (GenBank),   a s i g n á n d o l a s   el   número   de   secuen cia  
que   s e   indica   en   l a s   t a b l a s  16   y  17.  Este   r e s u l t a d o   r e v el a   que,   a d e m á s   de   l a s   i s o f o r m a s  β2‐ 
y  β1‐,   g e n e r a d a s   p o r   transcripción   a l t e r n a t i v a ,   a   p a r t i r   del   gen  CHN2  s e   g e n e r a n   i s o f o r m a s  
trunca das   como   r e s u l t a d o   de   splicing  a l t e r n a t i v o ,   u n   meca nismo   h a s t a   el   momento   no  
descrito   p a r a   este  ge n.  
II.2.a.1 Variantes derivadas del preRNA mensajero  de β2‐quimerina. 
Las   v a r i a n t e s   d e r i v a d a s   d e  β2‐q u i m e r i na   s o n ,   en   s u   m a y o r í a ,  RNAs     de   pe q ueño  
tamaño   care ntes   de   l o s   n u c l e ó ti d o s   que   c o d i f i c a n   l o s   d o m i n i o s   fundamen tales   de   la  
proteína   ( F i g .   32).  A  exce pción   de   l a s   v a r i a n t e s   β2‐CHNdel   e x 3 ,   β2‐CHNdel   e x4 ‐6   y   β2‐
CHNdel   e x2 ‐ 8 ,11 ‐12,   que   pierde n   s e c u e n c i a s   e x ó n i c a s   c o m p l e t a s ,   l a s   o t r a s   cinc o  
i s o f o r m a s   t r u n c a d a s   p r e s e nt a n   s e c u e n c i a s   intraexóni cas   no   c a n ó n ic a s   de   recon o cimien to  
de  la   maqui n a ria  de  splicing en  la  s e c u e n c i a  d o n a d o r a  y / o  la  r e c e p t o r a  (Tabla  14).   
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Variante  d e  splicing  
Secuenci a   de   p ro c e s a m ie n to  
i n t r a e x ón i co   en  5'  
Secuenci a   de   p ro c e s a m ie n to  
i n t r a e x ón i co   en  3'  
β2‐CHNdel   e x 7p ‐ 1 3 p B   AGAAGACACA  GCCCCCTGAG 
β2‐CHNdel   e x 6 ‐11p   ATTTATAGAT 
β2‐CHNdel   e x 6p ‐ 12pB   ACTTTGTGGG  CTGCCCACTA 
β2‐CHNdel   e x 4p ‐ 12pC   TGGAAGAGAG  CCACTATGAA 
β2‐CHNdel   e x 3p ‐ 12pA   CCTCGGGAGG  GATCCACCTC 
 
Las   únicas   qu e   manti enen   d o m i n i o s   f u n c i o n a l e s   s o n   la   v a r i a n t e  β2‐CHNdel   e x4 ‐ 6 ,  
que   c o n s e r v a   l o s   d o m i n i o s  SH2   y   GAP,   y   la   v a r i a n t e  β2‐CHNdel   e x7 p ‐13pB,   qu e   c o n s e r v a  
el   dominio  SH2.  El   r e s t o   d e   l a s   i s o f o r ma s   t r u n c a d a s   pierden   l o s   tr es   d o m i n i o s   f u n c i o n a l e s  
y a   s e a   p o r   la   a p a r i c i ó n   de   un   c o d ó n   d e   p a r a d a   p r e m a t u r o ,   como   es   el   c a s o   de  β2‐CHNdel  
e x 3 ,   o   p o r q u e   l o s   s e   e l i m i n a n   l o s   exo nes   qu e   c o d i f i c a n   esta   inf o rmación,   co mo   en   la  
i s o f o r m a  β2‐CHNdel   e x4 p ‐12pC.  En   o c a s i o n e s ,   como   en   la   v a r i a n t e  β2‐CHNdel   e x3 p ‐12pA,  
s e   producen   a m b o s   p r o c e s o s:   la   deleci ón   de   exones   que   codifica n   p a r t e   de   l o s   d o m i n i o s  
f u n c i o n a l e s  y   la  pérdida  de   la  f a s e  de   l e c t u r a .  
 
 Figura   32:  Representación   gráfica   d e   las   variantes   transc ripcionales derivadas   d e l   preRNA   d e   la  
β2‐qu imerin a,   comparándolo   c on   la   estructura   d e   la   fo rm a   c om p l eta.   El   asterisco   i n d i c a   la  
aparición   d e   un   cod ón   d e   parad a   prematuro.   En   rojo,   a p a r e c e   r e p r ese n t a d a   la   secuencia   qu e  
c o d i f i c a   el   dominio   f u n c i o n al  SH2,   en   amarillo,   el   dominio  C1  y   en   azul,   la   s e c u en c i a   q ue   c o d i f ic a  
el   dominio   GAP.  
Tabla   14 :  Secuencias  d e   p r oce s a m i en t o   in t raex ó n ic o   de   las   variantes  derivadas   d e l  
tránscrito   β2‐q u im e r i n a   que   presentan   pérdid as   parciales   d e   exones.   En   gris,  
nucleótidos   d el    intrón;   en   n eg r o ,   s ec u en c i a  exónica.  
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En   la   ta bla   15   r e s u m i m o s   l a s   características   de   l a s   v a r i a n t e s   identifi cadas   en  
cuanto   a   la   p é r d i d a   de   e x o n e s   como   r e s u l t a d o   del  splicing  y   l a s   c a r a c t e r í s t i c a s   de   ta maño  
y  c o n s e r v a c i ó n  de  d o m i n i o s  de  l o s  p r o d u c t o s  p r o t e i c o s  d e r i v a d o s .  
 
 
Variante  d e  
splicing  
Número  
GenBan k  
Pérdid a   e xo ne s  
Tamaño   de l  
t r á n s c r i t o  
F a s e   de  
l e c t u r a  
Proteín a   Dominio s  
Tamaño
(aa)  
Peso  
( kDa)  
SH2  C1   GAP 
β2‐CHNdel  
ex4 ‐ 6  
EU732762   4   a l   6   comple tos   975   p b   Conserva d a 324   37,2   N o   Sí   Sí  
β2‐CHNdel  
ex7p ‐13p  
EU732766  
7   parcial   (18   p b )  
8   a l  12  comple to s
13   parcial   (83   p b )
725   p b   Pe rdida   216   24,9   Sí   N o   N o  
β2‐CHNdel  
ex3  
EU732760   3   comple to   1351   p b   Pe rdida   51   5,48   N o   N o   N o  
β2‐CHNdel  
ex6 ‐11p 
EU732764  
7   a l  10  comple to s  
11  parcial   (127pb)
579   p b   Conserva d a 192   22  N o   N o   N o  
β2‐CHNdel  
ex4p ‐12pC 
EU732763  
4   parcial   (7   p b )  
5   a l  11  comple to s
12  parcial   (72   p b )
375   p b   Conserva d a 124   14,4   N o   N o   N o  
β2‐CHNdel  
ex6p ‐12pB 
EU732765  
6   parcial   (237   p b )
7   a l  11  comple to s
12  parcial   (68   p b )
549   p b   Conserva d a 182   21,1   N o   N o   N o  
β2‐CHNdel  
ex3p ‐12pA  
EU732761  
3   parcial   (7pb )  
4   a l  11  comple to s
12  parcial   (99   p b )
316   p b   Pe rdida   52   5,87   N o   N o   N o  
β2‐CHNdel  
ex2 ‐ 8,  11‐12 
EU732759  
2  a l   8,  11  y  12 
comple tos  
473   p b  
Pe rdida   
(2º  splicing )
103   11,3   N o   N o   N o  
 
 
II.2.a.2 Variantes derivadas del preRNA mensajero  de β1‐quimerina. 
En   e s t e   t r a b a j o ,   describim o s   n u e v e   i s o f o r m a s   trunca das   d e r i v a d a s   del   p r e ‐ mRNA  
de  β1‐q u i m e r i n a   ( F i g .   33).  En   t o d a s   e l l a s   la   m a q u i n a r i a   de  splicing  reconoce   s e c u e n c i a s   de  
p r o c e s a m i e n t o   c a n ó n i c o .   De   m a n e r a   g e n e r a l   s e   e l i m i n a n   e xo n es   c o m p l e t o s ,   aunque  
cuatro   de   l a s   n u e v e   v a r i a n t e s   p r e s e n t a n   d e l e c i ó n   p a r c i a l   del   e x ó n   7 .  Esta   eliminación   s e  
produce   e n   u n   s i t i o   crípti c o   de   p r o c e s a m i e n t o   a  135   p a r e s   de   b a s e s   del   f i n a l   d e l   e x ó n ,   que  
cum ple   l a s   característi cas   de   una   secue ncia   canóni ca   de   reconoci miento   de   la   m a q u i n a r i a  
de  splicing  (Tabla  16).  A  p e s a r   de   l a s   del e c i o n e s ,   s ó l o   tres   i s o fo rm a s   truncada s   pierden   la  
f a s e  de  le ctur a  g e n e r a n do   un   c o d ó n  d e   p a r a d a  prem aturo  en  el   e x ó n  13.  
 
Tabla   15 :  Resúmen   d e   las   características   d e   las   nu evas   variantes   i d en t i f i c ad a s   derivadas   d el  
proces amiento   alternativo  del   preRNA   d e  β2‐qu imerin a.   
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Variante s  d e  splicing   Secuenci a   de   p ro c e s a m ie n to   i n tra e x ó n i co   en   5'  
β 1 ‐CHNdel   e x 7p   AGGTGGGTGT 
β 1 ‐CHNdel   e x 7p,   11   AGGTGGGTGT 
β 1 ‐CHNdel   e x 7p ‐ 9   AGGTGGGTGT 
β 1 ‐CHNdel   e x 7p ‐ 8,   11 ‐ 12   AGGTGGGTGT 
 
De   l a s   nuev e   v a r i a n t e s   d e s c r i t a s ,   s ó l o   β1‐CHNdel   e x 7 p   c o n s e r v a   intacto   el  
dominio   f u n c i o n a l   GAP.   P i e r d e  135   p a r e s   de   b a s e s   del   e x ó n   7 ,   lo   que   s e   traduce   e n   la  
pérdida   de   4   a m i n o á c i d o s   del   dominio   f u n c i o n a l  C1,   a d e m á s   de   una   p a r t e   de   la   proteína  
en   el   extr emo   N ‐terminal.  Tres   i s o f o r ma s   t r u n c a d a s ,  β1‐CHNdel   e x11,  β1‐CHNdel   e x10,11  
y   β1‐CHNdel   e x11,12,   c o n s e r v a n   el   dominio   C1  p e r o   pierden   el   dominio   GAP   p o r   la  
e l i m i n a ci ó n   de   p a r t e   de   la   secuen ci a   que   lo   c o d i f i ca .   El   r e s t o   de   l a s   v a r i a n t e s  
t r a n s c r i p c i o n a l e s   pierden   a m b o s   d o m i n i o s   f u n c i o n a l e s .   A  exce pción   de   la   v a r i a n t e   β1‐
CHNdel   e x9 ,   que   p i e r de   el   e x ó n   9 ,   e l   c u a l   codifica   pa rcialmente   ta nto   el   domini o  C1  como  
el   GAP;   el   r e s t o   de   l a s   cuatro   v a r i a n t e s   s u f r e n   d o s   p r o c e s o s   de   s p l i c i n g   a l t e r n a t i v o  
c o n s e c u t i v o s .
 
Tabla   16 :  Secuencia   d e   p ro ce s a m i en t o   in traex ó n ico   d e   las   variantes  
derivadas   d e l   tránscrito  β1 ‐q u im e r i n a   qu e   presentan   pérd id a   parcial  
d e l   exón   7.   En   gris,   n uc l e ót i d o s   d e l     intrón;   en   n eg r o,   s e c ue nc i a  
exónica.  
Figura   33 :  Representación   gráfica   d e   las   variantes   derivadas   d e l   p r e ‐mRNA   d e   la  β1 ‐q u im e r i n a ,  
comparándolo   c on   la   es t ru ct u r a   d e   la   fo rm a   c om p l et a.   El   asterisco   in d i c a   la   ap aric ión   d e   u n  
c o d ón   d e   p a rad a   premat uro.   En   amarillo   a p a r e c e   r e p re s e n t a d a   la   s e c u en c i a   q u e   c o d i f i c a   el  
dominio   f un c i on a l  C1,  y   en   azul,   la   s ec u en c ia   q u e   c od i f i c a  el   dominio   GAP.  
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En   la   tabla   17   indica mos   l o s   d a t o s   referentes   a   cada   v a r i a n t e   i d e n t i f i c a d a:   la  
pérdida   d e   e xo nes   debi da   a l   splicing  y   l a s   caracterí s ticas   de   ta maño   y   c o n s e r v a c i ó n   de  
d o m i n i o s  de  l a s  p r o t e í n a s   d e r i v a d a s .  
 
 
Variante  d e  
splicing  
Número  
GenBan k  
Pérdid a   e xo ne s  
Tamaño   de l  
t r á n s c r i t o  
F a s e   de  
l e c t u r a  
Proteín a   ge ne rad a   Dominio s  
Tamaño
(aa)  
Peso  
( kDa)  
C1   GAP 
β1‐CHNdel  
ex7p   
EU732752   7   parcial   (135   p b ) 864   p b   Conserva d a 287   33  
N o  
(4   a a )  
Sí  
β1‐CHNdel  
ex11  
EU732758   11  comple to   861   p b   Conserva d a 286   33,0   Sí   N o  
β1‐CHNdel  
ex10,  11 
EU732756   10  y  11  comple tos 783   p b   Conserva d a 260   30,1   Sí   N o  
β1‐CHNdel  
ex11,  12 
EU732757   11  y  12  comple tos 755   p b   Pe rdida   197   22,6   Sí   N o  
β1‐CHNdel  
ex9  
EU732754   9   comple to   825   p b   Conserva d a 274   31,   5   N o   N o  
β1‐CHNdel  
ex7p,  11  
EU732753  
7   parcial   (135   p b )
11  comple to  
726   p b   Conserva d a 241   27,9  
N o  
(4   a a )  
N o  
β1‐CHNdel  
ex9,  11 
EU732755   9   y  11  comple tos 687   p b   Conserva d a 228   26,4   N o   N o  
β1‐CHNdel  
ex7p ‐ 9  
EU732751  
7   parcial   (135   p b )
9   comple to  
605   p b   Pe rdida   38   4,45   N o   N o  
β1‐CHNdel        
 ex7p ‐ 8 ,11 ‐12 
EU732750  
7   parcial   (135   p b )
8,  11  y  12 
535   p b   Pe rdida   40   4,65   N o   N o  
 
II.2.b. Caracterización funcional de nuevas variantes del gen CHN2. 
H e m o s   s e l e c c i o n a d o   c u a t r o   v a r i a n t e s   del   gen   CHN2  p a r a   s u   caracteri zaci ó n  
f u n c i o n a l ,   j u n t o   c o n   l a s   f o r m a s   completas   β1‐  y   β2‐q u i m e r i n a .   Selecci o n a m o s   l a s  
v a r i a n t e s   β2‐CHNdel   ex4 ‐ 6   y   β2‐CHNdel   e x 6 p ‐12pB   en   r e p r e s e n t a c i ó n   de   l a s   i s o f o r m a s  
trunca das   d e r i v a d a s   de  β2‐quimeri na;   y  β1‐CHNdel   e x7 p   y  β1‐CHNdel   e x 7 p,11,   d e r i v a d a s  
de  β1‐q u i m e r i n a .  La   v a r i a n t e  β2‐CHNdel   ex4 ‐6   s e   i n cluy ó   p o r q u e   pierde   el   do minio  SH2,  
c o n s e r v a n d o   l o s   dominio s   C1  y   GAP.   Esta   d e l e ció n   la   c o n v i er t e   en   una   v a r i a n t e   muy  
s i m i l a r   a   la   i s o f o r m a   completa   β1‐q u i m e r i n a .   β2‐CHNdel   e x6 p ‐12pB   repr esenta   a   l o s  
t r á n s c r i t o s   a l t e r n a t i v o s   d e r i v a d o s   de   β2‐qui merina   que   m ue s tr a n   p r o c e s a m i e n t o   no  
canónico   y   pierden   la   i n f o r m a c i ó n   de   l o s   d o m i n i o s  SH2,  C1  y   GAP.  β1‐CHNdel   e x 7 p   pierde  
el   dominio  C1  p o r   procesamiento   de   p a r te   del   e x ó n   7 ,   una   d e l e c i ó n   que   o c u r r e   en   cuatro  
de   l a s   n u e v e   i s o f o r m a s   t r u n c a d a s   d e r i v a d a s   de   β1‐quimeri na.   La   v a r i a n t e   β1‐CHNdel  
Tabla   1 7 :   Resumen   de   las   características   d e   las   variantes   i d en t if i c a d a s   derivadas   d el  
proces amiento   alternativo  del   preRNA   d e  β1 ‐qu imerin a.   
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e x 7 p ,11   es   característi ca   de   l o s   t r á n s c r i t o s   de  β1‐quimerina   que   p i e r den   ambo s   d o m i n i o s  
f u n c i o n a l e s ,  C1 y  GAP.   
Estudia mo s   d o s   a s p e c t o s   fundame nta les   de   la   función   de   la   proteína   co mo  
r e g u l a d o r a   n e ga tiv a   de   l a   Rho   GTPasa   Rac:   s u   l o c a l i z a c i ó n   s u b c e l u l a r   y   s u   activida d  
c a t a l í t i ca .   P a r a   este   estudio   c l o n a m o s   la s   v a r ia n t e s   t r a n s c r i p c i o n a l e s   en   l o s   vecto r es   de  
e x p r e s i ó n   pCEFL ‐FLAG   y   pEGFP,   y   r e a l i z a m o s   transfecciones   t r a n s it o r i a s   en   cél ulas  COS‐1.  
Comproba m o s   la   correcta   e x p r e s i ó n   de   l a s   c o n s t r u c c i o n e s   de   l a s   distintas   v a r i a n t e s   en   l o s  
v e c t o r e s ,  p o r  western blot .   (Fig.  3 4 )  
 
 
 
En   t o d o s   l o s   c a s o s   o b s e r v a m o s   n i v e l e s   de   e xpr es i ó n   e l e v a d o s   de   l a s   p r o t e í n a s  
t r a n s f e c t a d a s ,   en   l o s   l i s a d o s   t o t a l e s   o b t e n i d o s   p o r   l i s is   directa   en   t a m p ó n  SPLB   ( F i g .   3 4 ) .  
Los   lisados   de   l a s   células   t r a n s f e c t a d a s   c o n   pCEFL ‐FLAG ‐β2‐CHNdel   e x 6 p ‐12pB,   s e  
o b s e r v ó ,   a d e m á s   de   la   ba nda   c o r r e s p o n d i e n t e   a   la   proteína   FLAG ‐β2‐CHNdel   e x 6 p ‐12pB,  
u n a s   b a n d a s   de   m a y o r   ta maño   que   no   s e   o b s e r v a b a   en   l o s   c a r r i l e s   c o r r e s p o n d i e n t e s   a   l a s  
p r o t e í n a s   t o t a l e s   de   l a s   o t r a s   v a r ia n t e s .  Estas   b a n d a s   e s t a b a n   enriqueci das   en   la   f r a c c i ó n  
Figura   34 :  Western   blot   e x t ra c t o s   p r o t e ic os   ob tenidos   de   células  COS‐1   transfectadas   c on   las  
construccion es   d e   las   variantes   d e  β2‐  y  β2‐qu imerin a.  La   extracción   realizó   c o n   tampón  SPLB,  
e x c e p t o   en   el   caso   d e l   c u art o   carril   d e l   p a n e l   inferior   izquierdo,   q ue   se   trata   d e   extractos  
proteicos  d e   la   fracción   insoluble   d e  células   tra n s f e c t ad a s  con  β2‐CHNdel  e x 6 p ‐12pB.  
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i n s o l u b l e   o b t e n i d a s   c o n   el   t a m p ó n   de   l i s i s   utilizado   en   l o s   e n s a y o s   de  pull‐down  (20   mM  
Tris ‐HCl   pH   7 . 4 ,  150   mM   N aCl,   5   mM   M gCl2,  0.5%   N P 40,   5   mM  β‐ g l i c e r o f o s f a t o ,  1  mM  
DTT).  El   p a t r ó n   de   b a n da s   es   muy   s i m i l a r   a   l o s   p a t r o n e s   obteni dos   en   p r o t e ín a s   que   s e  
d e g r a d a n   p o r  u b i q u i t i ni z a c i ó n .  
II.2.b.1 Análisis de la localización subcelular de las variantes del gen CHN2. 
La   l o c a l i z a c i ó n   subcelula r   de   l a s   v ar i a n t e s   del   gen   CHN2  s e   estudió   p o r  
i n m u n o f l u o r e s c e n c i a ,   t r a n s f e c t a n d o   c é l u l a s   COS‐1  c o n   l a s   disti ntas   v a r i a n t e s   del   gen  
f u s i o n a d a s   c o n   G F P ;  24   a   4 8   h o r a s   de   crecimie nto   e n   f a s e   exponencial,   f u e r o n   a n a l i z a d a s  
median te   m i c r o s c o p í a  c o n f o c a l  (Fi g.  3 5A).  
En   c o n d i c i o n e s   de   creci miento   e xpo nencial,   la   f o r ma   compl eta   β2‐quim erina  
m o s t r ó   l o c a l i z a c i ó n   citopla s mática   c o n   m a y o r   acúm ulo   en   la   z o n a   perinu clear ,   p a t r ó n   q u e  
y a   s e   h a b í a   descrito   en   t r a b a j o s   p r e v i o s 86 .   La   v a r i a n t e   β2‐CHNdel   ex 4 ‐6   m o s t r ó  
l o c a l i z a c i ó n   c i t o p l a s m á t i c a   p e r o   c o n   m a y o r   p r e s e n c i a   en   la   r e g i ó n   perinu cle a r   que   β2‐
quimeri na,   m uy   s i m i l a r   a   la   l o c a l i z a c i ó n   de   la   i s o f o rm a  β1‐qui me rina;   r e s u l t a d o   e s p e r a d o  
puesto   que   a mba s   i s o f o rm a s   s o n   e s t r u c t u r a l m e n t e   muy   s i m i l a r e s .  El   c a s o   d e   la   v a r i a n t e  
β2‐CHNdel   e x 6 p ‐12pB ,   la   proteína   presentó   distintos   p a t r o n e s   de   l o c a l i z a c i ó n  
depen dien do   de   la   célula.  En   el   60%   de   l o s   casos   o b ser v a m o s   presencia   de   la   proteína   en  
núcleo   y   c i t o p l a s m a ,   frente   a l   40%   de   l a s   célula s   en   l a s   que   la   proteína   s e   acumula  
f o r m a n d o   a g r e g a d o s .   La   l o c a l i z a c i ó n   d i f u s a   s e   o b s e r v ó   en   l a s   células   c o n   m e n o r  
e x p r e s i ó n ,   mi entras   que   la   l o c a l i z a c i ó n   en   f o r m a   de   a g r e g a d o s   s e   o b s e r v ó   en   células   c o n  
a l t o s   n i v e l e s   de   e xp r e s i ó n   de   la   proteí na   ( F i g .   35C).   No   s e   o b s e r v a r o n   d i f e r e n c i a s   en   la  
p r o p o r c i ó n  d e  cél ulas  c o n   distinta  l o c a l i z a c i ó n  r e s p e c t o  a l  ti empo   p o s t ‐t r a n s f e c c i ó n .   
La   i s o f o r m a   comple ta   β 1 ‐quimer i na   s e   l o c a l i z ó   en   el   citoplas ma   de   la   cél ula  
aunque   c o n   una   m a y o r   concentra ción   en   la   r e g i ó n   perinucl ear   que  β2‐q u i m e r i n a .  Como  
s e   come ntó   a nter io r men te ,   esta   i s o f o r m a   tiene   u na   l o c a l i z a c i ó n   m uy   s i m i l a r   a   l a   i s o f o r m a  
β2‐CHNdel   e x4 ‐6 .   Sorprend e n t e m e n t e ,   la   eliminaci ó n   de   p a r t e   del   dominio   C1  en   l a s  
i s o f o r m a s  β 1 ‐CHNdel   e x7 p   y  β 1 ‐CHNdel   ex7p,11   r e s u l t a   en   una   l o c a l i z a c i ó n   n ucle a r   de  
e s t a s   p r o t e í n a s .   P a r t e   de   la   proteína  β1‐CHNdel   e x 7 p   s e   o b s e r v a   en   el   c i t o s o l ,   p e r o   esta  
l o c a l i z a c i ó n   e s  prácti came nte   nula   en  β1‐CHNdel   e x 7 p,11.  
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Figura   3 5 :   Localización   s ubcelu lar   d e   las   variantes   transcripcionales   d e r i v a d as   d e   β2‐  y   β 1 ‐
q u im e r i n a   y   d e   las   isoformas   c om p l etas ,   c é l u l as   COS‐1.   (A)   Localización   subcelular   d e   las  
proteínas   fusionadas   a   GFP.   ( B )  Localización   s u b c e l u l a r   d e   las   proteínas   e t i q u e t ad a s   c o n   el   e p í t o p o  
FLAG.   (C) .   Patrones   d e   localización   subcelular   de   la   isoforma   GFP ‐β2‐CHNdel   e x 6 p ‐12pB  
representativas   d e   los   tres   tip os   d e   patron es   d e   localización   d e   esta   proteína:   1)   Citoplasma   y  
n ú c l e o .   2)   Localización   en   ag reg ad os   citoplasmáticos.   3)   Agregad os   ac umulad os   en   la   región  
perinuclear.   Los   n úc l e o s   se   ob servan   en   azul,   t e ñ i d o s   c on  DAPI.  
A 
B  
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P a r a   c o m p r o b a r   que   la   l o c a l i z a c i ó n   nu cl ear   no   s e   v e í a   afectada   po r   la   f u s i ó n   de   la  
proteína   GFP   s e   r e a l i z ó   es te   e xper i men to   c o n   l a s   v a r i a n t e s   f u s i o n a d a s   a l   e p í t o p o   FLAG,  
c o m p r o b a n d o  que  s e  man tenía  e l  m i s m o  p a t r ó n  d e  l o c a l i z a c i ó n   ( F i g .  3 5B).  
La   r e g u l a c i ó n   de   la   a c t i v i d a d   de   l a s   q u i m e r i n a s   s e   r e a l i z a   p o r   el   cam bio   en   la   
l o c a l i z a c i ó n   s u b c e l u la r   o   t r a s l o c a c i ó n ,   producida   p o r   la   g e n e r a c i ó n   de   DAG   t r a s   la  
e s t i m u l a c i ó n   celular 107   o   p o r   el   tratamiento   c o n   P MA,   a n á l o g o   del  DAG.   P a r a   c o m p r o b a r  
cómo   s e   v e í a   afectada   e s t a   r e g u l a c i ó n   en   l a s   i s o f o rm a s   trunca d as,   t r a t a m o s   l a s   células  
COS‐1  t r a n s f e c t a d a s   c o n   PMA   y   a n a l i z a m o s   la   l o c a l i z a c i ó n   s u b c e l u l a r   c o n   m i c r o s c o p í a  
c o n f o c a l .  
En   la   f i g u r a   3 6   s e   muestra   la   l o c a l i z a c i ó n   s u b c e l u l a r   de   la   i s o f o r m a  β2‐ qui meri na   y  
s u s   v a r i a n t e s .   Tras   la   e s t i m u l a c i ó n   c o n   P MA,   la   i s o f o r m a   β2‐quimerin a   s e   distribuyó  
f u n d a m e n t a l m e n t e   a   la   r egió n   p e r i n u c l e a r ,   r e s u l t a do s   s i m i l a r e s   a   l o s   d e s c r i t o s   p o r   o t r o s  
a u t o r e s .  En   l a s   m i s m a s   c o n d i c i o n e s ,   la   proteína  β2‐CHNdel   ex4 ‐ 6   s e   t r a s l o c ó   a   la   región  
perinu clear,   o b s e r v á n d o s e   una   a c u m u l a c i ó n   d e   p r o te í na   a l r e d e d o r   de   la   membrana  
nuclear.  Esta   t r a s l o c a c i ó n   f ue   m á s   e f e ct i v a   que   la   o b s er v a d a   p a r a   la   f o r m a   com pleta  β2‐
quimeri na   y   muy   s i m i l a r   a l   que   pr esenta   la   i s o f o r m a   β1‐q u i m e r i n a .   En   el   c a s o   de   la  
v a r i a n t e  β2‐CHNdel   e x6 p ‐ 12pB   la   l o c a l i z a c i ó n   de   la   proteína   no   v a r ió   t r a s   la   estimula ció n  
c o n   P MA,   o b s e r v á n d o s e   el   m i s m o   p a t r ó n   de   l o c a l i z a c i ó n   de   la   p r o te í na   ci topl asmática   y  
en  a g r e g a d o s  o b s e r v a d a  e n  el   c o n t r o l .  
 
Figura   3 6 : Localización   s ub ce l u l a r   d e   las   variantes   d e   la  β2‐q u im e r i n a   b a j o   tratamiento   con  
PMA. Tras   la   transfección   c on   las   diferentes   c o n s t r uc c i on e s   d e   variantes   transcripcionales   d e  
β2‐quimerina   a   estudio,   las   células   se   privaron   d e   suero   d u r a nt e   al   menos   4   horas   para   ser  
tratadas,   posteriormente,  c o n   PMA   (+PMA)  o   mantener   un   c o nt r o l   sin   trat amiento  ( ‐P MA).  
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Los   r e s u l t a d o s   o b t e n i d o s   en   células   t r a n s f e c t a d a s   c o n   β1‐q u i m e r i n a   y   s u s  
i s o f o r m a s   truncadas   d e r i v a d a s   s e   m u e s t r a n   en   l a   f i g u r a   3 7 .   β 1 ‐quimeri na ,   t r a s   la  
e s t i m u l a c i ó n   c o n   P MA,   s e   acumuló   en   la   r e g i ó n   perinuclear.   Esta   t r a s l o c a c i ó n   fue   má s  
e f i c a z   q ue   la   de   la  β2‐qui merina   y   s i m i l a r   a   la   que   s e   o b s e r v ó   con   la   v a r i a n t e  β2‐CHNdel  
ex4 ‐6 .  Las   v a r i a n t e s  β 1 ‐CHNdel   e x 7 p   y  β 1 ‐CHNdel   ex7p,11   m a n t u v i e r o n   s u   l o calización,  
no  r e s p o n d i e n d o  a l  t r a ta m i e n t o   c o n  P MA.  
 
   
 
 
 
II.2.b.2 Análisis de la actividad GAP de las variantes del gen CHN2. 
P a r a   e v a l u a r   cómo   la   m o d if i c a c i ó n   d e   l a s   i s o f o r m a s   trun cadas   e n   s u s   domini os  
f u n c i o n a l e s   a f ecta   a   la   a c t i v i d a d   c a t a l í t i ca ,   s e   estudi ó   s u   a c t i v i d a d   GAP   en   co mparación  
c o n   la   a c t i v i d a d   de   l a s   i s o f o r m a s   completas   β1‐  y   β2‐quime rina.   P a r a   este   estudio  
r e a l i z a m o s   u n   e n s a y o   de   pull‐down  e n   cé lulas   COS‐1  t r a n s f e c t a d a s   c o n   l a s   d i s t i n t a s  
c o n s t r u c c i o n e s .  
 
Figura   37 :  Localización   su bcelu lar   d e   las   varian t es   d e   la  β 1 ‐q u im e r i n a   b a j o   tratamiento   c on  
PMA. Tras   la   tran sf ecc ión   c on   las   diferentes   c o n s t r uc c i o ne s   d e   variantes   transcripcionales   d e  
β1‐quimerina   a   estudio,   las   células   se   privaron   d e   suero   d u r a n t e   al   men os   4   horas   para   ser  
tratadas,   posteriormente,  c o n   PMA   (+PMA)  o   mantener   un   c o nt r o l   sin   trat amiento  ( ‐P MA).  
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Figura   38 :   Ensayo   d e   pull‐down d e   la   is o fo r m a   β2‐qu imerin a   y   su s   variantes.   (A)  
Esquema   d e   las   c o n s t ru cc i o n e s   sobreexpresadas   en   célu las  COS‐1.   (B)  Western‐blot  d e  
las   muestras   d e  pull‐down  y   lisados   celulares   totales,   i n c ub a d a s   c on   a n t ic u e r p o s   an t i ‐GFP  
y   an t i ‐Rac.   (C)   Densitometría   d e   c a nt i d ad   d e   Rac ‐GTP   (B,   1er   pan el)   respecto   a   la  
c a n t id a d   t o t a l   d e  Rac   (B,   3 e r   panel),   para   c ad a   u n a   d e   las   muestras   ( 3   experimentos).  La  
muestra   tran sfectada   con   el   plásmido   pEGFP   vacio   se   utilizó   como   c o nt r o l   d e l   en sayo.  
( FL:  Full lenght) .  
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En   la   f i g u r a   3 8   s e   m o s t r a r o n   l o s   res ulta do s   o b t e n i d o s   en   l o s   e s t u d i o s   de  
deter minació n   de   la   a c t i v i d a d   de  Rac   e n   células   t r a n s f e c t a d a s   c o n   l a s   distintas   v a r i a n t e s  
d e r i v a d a s   de  β2‐qui merina .  Al   c o m p a r a r   l o s   n i v e l e s   de  Rac ‐ GTP   e n d ó g e n o s   de   l a s   células  
COS‐1  t r a n s f e c t a d a s   c o n   l a s   distintas   v a r i a n t e s   de   β2‐quimeri n a ,   o b s e r v a mo s   que   la  
t r a n s f e c c i ó n   de   la   i s o f o r m a   comple ta   i n d u c í a   una   d i s m i n u c i ó n   d e   l o s   n i v e l e s   de  Rac ‐ GTP  
del   30%   r e s p e c t o   a   la   m u e s tr a   c o n t r o l   (Fig.   3 8B   y  C).  Esta   d i s mi n u c i ó n   d e   la   a ct i v a c i ó n   de  
Rac   s e   deb e   a   la   a c t i v i d a d   GAP   p r o p i a   de   la   p r o t e í n a   β2‐ qui merina,   y   y a   h a b í a   s i d o  
o b s e r v a d a   en   e s t u d i o s   p r e v i o s 111.   La   s o b r e e x p r e s i ó n   de   la   v a ri a n t e   β2‐CHNdel   ex4 ‐6  
p r o d u j o   una   d i s m i n u c i ó n   en   l o s   n i v e l e s   de  Rac ‐GTP   m á s   m a r c a d a   ( 50%)   que   la   c a u s a d a  
p o r   la   s o b r e e x p r e s i ó n   de   l a   i s o f o r m a  β2‐quimeri na   ( F i g .   3 8B   y  C).  Este   h e c h o   s u g i e r e   que  
la   v a r i a n t e  β2‐CHNdel   ex4 ‐6   presenta   u na   m a y o r   a c t i v i d a d   GAP   q ue   la   i s o f o r m a   completa  
β2‐qui merina   en   condi ci ones   de   cre cimie nto   e x p o n e n c i a l .   La   s o b r e e x p r e s i ó n   de   la  
v a r i a n t e   β2‐CHNdel   e x6 p ‐12pB   no   modificó   l o s   n i v e l e s   de   Rac ‐ GTP   r e s p e c t o   a l   c o n t r o l  
(Fig.  3 8B  y  C).  
Los   n i v e l e s   d e  Rac   t o t a l   f uer o n   s i m i l a r es   en   t o d a s   l a s   m u e s t r a s   e s t u d i a d a s   ( F i g .  
3 8B.  Tercer   p a n e l ) .  Los   n i v e l e s   de   s o b r e e x p r e s i ó n   d e   l a s   distintas   v a r ia ntes   e s t u d i a d a s   s e  
e x p r e s a r o n   a l   m i s m o   ni vel,   excepto   la   i s o f o r m a   trun cada   β2‐CHNdel   e x 4 ‐6 ,   que   s e  
e x p r e s ó  a  u n   n i v e l  m á s   b a j o  ( F i g .  3 8B.  P a nel  i n f e r i o r ) .  
Los   r e s u l t a d o s   de   l a s   v a r i a n t e s   d e r i v a d a s   de   β1‐ quimeri na   s e   m u e s t r a n   e n   la  
f i g u r a   3 9 .  La   s o b r e e x p r e s i ó n   de   la   i s o f o r m a   comple ta   s e   t r a d u ce   en   una   d i s m i n u c i ó n   de  
l o s   n i v e l e s   de   Rac ‐ GTP   d e l   40%   r e s p e c t o   a   la   m ue s tr a   contr o l   (Fig.   3 9B   y   C).   Esta  
d i s m i n u c i ó n   de  Rac   a ctiv o   es   m a y o r   q u e   la   d i s mi n u c i ó n   c a u s a d a   p o r   la   s o b r e e x p r e s i ó n   d e  
la   i s o f o r m a  β2‐quimeri na.  Estos   d a t o s   so n   s i m i l a r e s   a   l o s   p u b l i c a d o s   p o r   o t r os   g r u p o s   y   s e  
expli ca   p o r q u e   la   e s t r u c t u r a   de   esta   i s o f o r m a   está   m e n o s   autoinhi bida.  La   s o b r e e x p r e s i ó n  
de   la   v a r i a n t e  β1‐CHNdel   e x 7 p   r e d u j o   l o s   n i v e l e s   de  Rac ‐ GTP   u n  20%   m á s   qu e   l a   i s o f o r m a  
β1‐qui merina   (Fig.   3 9B   y   C).   Ambas   p r o te í na s   s o l o   difieren   e n   4 5   a m i n o á c i d o s   en   el  
extre mo   N ‐te rminal   lo   que   p r o v o c a   la   i nt e r r u p c i ó n   d e l   dominio  C1.  La   s o b r e e x p r e s i ó n   de  
β1‐CHNdel   e x7 p,11   p r o d u j o   una   ligera   d i s m i n u c i ó n   (25%)   de   l o s   n i v e l e s   de  Rac ‐GTP   d e   la  
célula   (Fi g.  3 9C),  a  p e s a r   de  que  no   tiene n  un  domi nio  GAP  f uncion a l  (Fi g.  3 9A).  
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Figura   39 :   Ensayo   d e   pull‐down d e   la   is o fo r m a   β1 ‐qu imerin a   y   su s   variantes.   (A)  
Esquema   d e   las   c o n s t ru cc i o ne s   sobreexpresadas   en   c é l u las  COS‐1,   para   el   experimento.  
( B )  Western‐blot  d e   las   mu est ras   d e  pull‐down  y   lisados   celu lares   totales,   i n cu b ad a s   con  
anticuerpos   anti ‐GFP   y   a n t i ‐Rac.   (C)  Densitometría   d e   c a n ti d a d   d e  Rac ‐GTP   (B,  1er   panel)  
respecto   a   la   c a n t id a d   t o t a l   d e   Rac   (B,   3er   p a n e l) ,   p a ra   c ad a   un a   de   las   muestras   ( 3  
experimentos).   La   muestra   tran sf ec t ad a   con   el   plásmido   pEGFP   vacio   se   utilizó   como  
c o n t r o l  d e l   e n say o .  ( FL:  Full lenght) .
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Los   n i v e l e s   de  Rac   t o t a l   d e   l a s   m u e s t r a s   f u e r o n   s im i l a r e s   en   t o d o s   l o s   e n s a y o s  
(Fig.   3 9B.  Tercer   pane l).  En   cuan to   a   l o s   n i v e l e s   de   s o b r e e x p r e s i ó n   de   l a s   v a r i a n t e s   de  β1‐
quimeri na,   t o d a s   s e   e x p r e s a r o n   a   n i v e l e s   s e m e j a n t e s ,   a   e x c e p c i ó n   de   la   i s o f o r m a  
comple ta   β1‐quimeri na,   que   a l c a n z ó   un   n i v e l   d e   e x p r e s i ó n   m e n o r   (Fig.   3 9B.   P a n e l  
inferior).   
En   l o s   experimentos   de  pull‐down  o b s e r v a m o s   que   l a s   v a r i a n t e s  β2‐CHNdel   e x 6 p ‐
12pB   y   β1‐CHNdel   e x7 p,11   c o p r e c i p i t a b a n ,   e n   parte,   c o n   el   c o m pl e j o   proteico  
Rac/RBD/GST/Glutat ión   (Fi g.   3 8B   y   3 9B.  Segun do   p a n el ) .  P u e s t o   q ue   está   descr ito   que   l a s  
quimeri nas   s e   une n   a   Rac,   y   q ue   e s t a   u n i ó n   es   m á s   e s t a b l e   en   a u s e n c i a   de   a c t i v i d a d  
GAP 107 ,   es   p r o b a b l e   que   e s ta s   i s o f o r m a   s e   u n a n   dire ctame nte   a  Rac.   No   o b s t a n t e   no   s e  
puede   d e s ca r ta r   que   la   coprecipi ta ción   s e   deb a   a   la   unión   c o n   o t r a s   p r o t e í n a s  
participa ntes   en  e s t e  c o m p l e j o .  
II.2.c. Estudio de expresión diferencial de los tránscritos del gen CHN2.  
Los   e x p e r i m en t o s   r e a l i z a do s   en   el   a p a r t a d o   a n t e r i o r   s i r v i e r o n   p a r a   identifi car  
v a r i a n t e s   t r a n s c r i p c i o n a l e s ,   p e r o   no   p e r m i t i e r o n   c u a n t i f i ca r   l o s   n i v e l e s   de   e x p r e s i ó n   del  
gen  CHN2 .   P o r   t a n t o ,   deci dimos   cuantif icar   l o s   n i v e l e s   de   e x p r e s i ó n   de   l o s   tránscritos   del  
gen   CHN2  p o r   PCR   c u a n t i t a t i v a .   De   t o d o s   l o s   t r á n s c r i t o s   i d e n t i f i c a d o s ,   decidi mos  
c o m p a r a r  la   e x p r e s i ó n   de:   
‐ β2‐qui merina .  Es   el   t r á n s c r i t o   m a y o r i t a r i o   en   t o d a s   l a s   m u e s t r a s   e s t u d i a d a s ,  
s e   e x p r e s a   en   una   amplia   v a r i e d a d   de   t e j i d o s   y   t i p o s   c e l u l a r e s ,   y   s u s   n i v e l es  
de  e xp r e s i ó n   y a  h a b í a n  s i d o  e s t u d i a d o s   p r e v i a m e n t e .  
‐ β1‐qui merina .  En   la   l i t e r a t u r a   s ó l o   está   descrita   s u   e xp r e s i ó n   en   t e s t í c u l o   de  
rata 108,111 ,   p e r o   decidimos   e s t u d i a r l o   y a   que   es   la   f o r m a   comple ta   de   la   que  
d e r i v a n  o t r a s  i s o f o r m a s  t r u n c a d a s   cuya  e x p r e s i ó n  ta mbién  fue  e s t u d i a d a .   
‐ β2‐CHNdel   e x4 ‐6 .  Es   la   ú n i c a   v a r i a n t e   de   β2‐qui m erina   que   p o s e e   s i t i o s   de  
p r o c e s a m i e n t o   c a n ó n i c o s ,   que   c o n s e r v a   la   f a s e   de   lectura   y   que   mantie ne   l o s  
d o m i n i o s   f u n c i o n a l e s  C1  y   GAP;   a d e m á s   de   haber   s i d o   dete ctada   en   v a r i a s  
l í n e a s  cel ular es  d i s t i n t a s .  
‐ β1‐CHNdel   e x7 p.   Isofor m a   trunca da   r e p r e s e n t a t i v a   de   l a s   cua tro   v a r i a n t e s  
d e r i v a d a s  de  β1‐qui merina ,  que   pierd en  p a r t e  del  exó n  7 .  
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P a r a   p o d e r   dis cer nir   entre   l o s   diferentes   t r á n s c r i t o s ,   d i s e ñ a m o s   oligonucleó tido s  
e s p e c í f i c o s   ( F i g .   40A)   qu e   amplificaba n   l o s   f r a g m e n t o s   d e s e a d o s   de   m a n e r a   específi ca,  
u t i l i z a n d o   co mo   m o l d e   v ecto r es   de   e xp r e s i ó n   c o n   l a s   distintas   i s o f o r m a s ,   t r u n c a d a s   y  
c o m p l e t a s .  Como   s e   o b s e r v a   en   la   f i g u r a   40B,   l o s   o l i g o n u c l e ó t i d o s   s ó l o   a mp l i f i c a r o n   la  
secuen cia   específi ca   del   t r á n s cr i to   c o r r e s p o n d i e n t e   a l   p a r   de   o l igo n u c l e ó t i d o s   d i s e ñ a d o  
Figura   40 :  Diseño   d e   lo s   oligonucleótidos   utilizados   en   la   amplificación   d e  PCR  cu antitativa.   (A)
Z o n a   d e   anillamiento   d e   los   oligonucleótidos   e s p e c í f ic o s   para   las   distintas   isoformas   derivadas  
d e l   g e n   CHN2  estudiadas   por   PCR   cuantitativa.   ( B )   Electroforesis   en   g e l   d e   ag arosa   d e   los  
p r o d uc t o s   d e   PCR.  La   PCR   se   realizó   utilizando   como   molde,   c on s t r uc c i on e s   en   pCEFL ‐FLAG   d e   las  
isoformas   i n d i c a d a s,   asi   c o mo   cDNA   d e   la   línea   celular   Ju rkat.   (C)  Tabla   d e   r e c on o c im i e n t o   d e  
tránscritos   d e l   g e n   CHN2  de   c a d a   p a r   de   oligonucleótidos   utilizados   en   el   e n s a y o   d e   PCR  
cuan titativa.  
A 
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II.2.c.1 Expresión diferencial de los tránscritos del gen CHN2 en líneas celulares de cáncer 
de mama. 
P a r a   d e t e r m i na r   la   e x p r e s i ó n   de   l a s   i s o f o r m a s   d e s c r i t a s   en   cá ncer   d e   ma ma,  
s e l e c c i o n a m o s   once   l í n e a s   celulares   r e p r e s e n t a t i v a s   de   l o s   tres   t i p o s   celulares   m á s  
comunes   de   cáncer   de   mama   ( l u m i n a l ,   b a s a l  A  y   b a s a l  B),   y   una   lí nea   cel ular   d e r i v a d a   de  
células   m a m a r i a s  no  t u m o r a l e s  i n m o r t a l i z a d a s  ( MCF10A),  u t i l i z a d a   como  c o n tr o l .   
El   v a l o r   de   ΔΔCt   e n   el   e s t u d i o   r e f i e r e   l o s   v a l o r e s   de   ΔCt   de   cada   mues tra   a   l o s  
n i v e l e s   de   e x p r e s i ó n   del   tránscrito  β2‐q u i m e r i n a   en   l a   línea   cel ula r   MCF10A,   p o r   tanto   el  
v a l o r   de  RQ   de   β2‐ quim e rina   p a r a   MCF10A   fue   i gu a l   a  1.  A  m a y o r   v a l o r   de  RQ,   m a y o r  
e x p r e s i ó n  res pecto  a  la  e x p r e s i ó n  de  MCF10A  del   trá nscrito  β2‐ q u i m e r i n a   (Tabl a  18).  
 
 
   Línea   ce l u l a r    β2‐ q u i me ri n a   β2‐CHNdel   e x 4 ‐6   β 1 ‐ q u i me ri n a   β 1 ‐CHNdel   e x 7p  
Luminal   
AU565   2,110 0,003 0  0,023
BT ‐ 474   0,436 0,024 0  0,297
LY2   1,287 0,348 0  2,806
MDA‐MB ‐ 415   4,344 0,001 0  0,008
Basal  A 
HCC1569   0,122 0 0  0,507
HCC1937   3,233 0,005 0  0,260
HCC2185   0,739 0,432 0  0,315
MCF7   0,005 0 0  0
Basal   B  
BT ‐ 549   0,028 0,001 0  0,026
HS578T   12,310 0,020 0  1,041
HBL100   0,022 0,004 0  0,114
   MCF10A   1 0,002 0  0,075
 
La   línea   MCF10Aexpresa   c a s i   e x c l u s i v a me n t e   β2‐ q u i m e r i n a ,   y a   q ue   el   tránscri to  
β1‐CHNdel   e x7 p   s e   e x p r e s a   a   u n o s   n i v e l e s   muy   b a j o s ,   y   la   e x p r e s i ó n   de  β2‐CHNdel   e x4 ‐6  
es   imper cep tible.   En   nin g una   de   l a s   12  l í n e a s   c e l u l a r e s   e s t u d i a da s ,   l o s   v a l o r e s   Ct   del  
tránscrito   β1‐quimeri na   f uer o n   s u p e r i o r e s   a l   límite   míni mo   de   dete cción   de   la   té cnica ,  
p o r  lo  que  s e   c o n s i d e r ó  qu e  esta  i s o f o r m a  no  s e  e x p r e s a b a  en  e s t a s  m u e s t r a s .  
Comparand o   l o s   v a l o r es   de   e x p r e s i ó n   de   l o s   d i s t i n t o s   t r á n s c r i t o s   c o n   la   mues tra  
c o n t r o l   MCF10A,   o b s e r v a m o s   que,   de ntro   de   l a s   l ínea s   cel ular es   de   tipo   l um i nal ,   el  
Tabla   18 :   Valores   d e   RQ   para   c a d a   m u es t r a   d e   líneas   celulares   d e   mama   y   c a d a   g r u p o   de  
tránscrito s   d e l   gen  CHN2 ,   referidos   a   la   expresión   d e l   t rá n s c r i to   d e  β2‐q u im e r i n a   p ar a   la   l í n e a  
celular  MCF10A.   (V alor   d e  RQ=1).   
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tránscrito  β2‐ quimeri na   s e   e x p r e s a   a   un   n i v e l   b a s t a n t e   a l t o .  Excep to   la   línea  BT‐4 7 4 ,   que  
presenta   uno s   v a l o r es   de   e x p r e s i ó n   i n f er i o r e s   a   la   muestra   c o n t r o l ,   l a s   o t r a s   tres   l í n e a s  
celulares   e xp r es a n   este   tr ánscrito   e n t r e   1  y   4   v e c e s   m á s   que   MCF10A.   Las   i s o f o r m a s  
trunca das   β2‐CHNdel   e x4 ‐ 6   y   β1‐CHNdel   e x 7 p   pres entan   b a j o s   n i v e l e s   de   e xp r e s i ó n ,  
a p e n a s   inapreciables   en   a l g u n a s   o c a s i o n e s   como   en   MDA ‐ MB ‐415,   a   excepción   de   la  
v a r i a n t e   β1‐CHNdel   e x7 p   en   la   l í n e a   celular   LY2,   que   s e   e x p r e s a   a   n i v e l e s   inclus o  
s u p e r i o r e s  qu e  el   t r á n s c r i t o  β2‐qui meri na  p a r a  esta   m u e s t r a .  
El   g r u po   de   l ínea s   c e l ul a r e s   de   tipo   B asal  A  p r e s e nt a ,   de   m a n er a   g e n e r a l ,   una  
e x p r e s i ó n   de   t o d o s   l o s   tránscritos   p o r   d e b a j o   del   v a l o r   de  β2‐qui merina   p a r a   la   muestra  
c o n t r o l ,   a   e xc e p c i ó n   de   la   l ínea   HCC1937.  En   esta   l í n e a ,   la   f o r m a   comple ta  β2‐ quimeri na  
s e   e x p r e s a   3   veces   m á s   q ue   la   l í n e a   c o n t r o l   p a r a   e s e   t r á n s c r i t o .  La   v a r i a n t e   β2‐CHNdel  
ex4 ‐6   s ó l o   s e   e x p r e s a   en   la   línea   HCC2185.  La   e x p r e s i ó n   de β1‐CHNdel   e x 7 p   es   b a j a   p e r o  
dete ctabl e   en   tres   de   l a s   cuatro   l í n e a s  Basal  A.   MCF7   no   e x p r e s a   ningu no   de   l a s   v a r i a n t e s  
t r a n s c r i p c i o n a l e s  del   gen  CHN2 e s t u d i a d a s .  
Dentro   del   g r upo   de   l í n e a s   celulares   c o n   c a r a c te r í s t i c a s   de   B a s a l   B ,   l a s   l í n e a s  
BT549   y   HBL100   tienen   e xp r e s i ó n   c a s i   indetecta ble   de   l o s   t r á n s c r i t o s  β2‐quim erina   y  β2‐
CHNdel   ex4 ‐ 6 ,   y   b a j a   e x p r e s i ó n   del   tránscrito  β1‐CHNdel   ex7 p.  La   línea   HS578T   p r e s e n t a  
u n o s   n i v e l e s   de  β2‐q u i m e r i n a   h a s t a  12  veces   m a y o r e s   que   l o s   de   la   línea   c o n t r o l ,   a l   i g u a l  
que   u n o s   a l t o s   n i v e l e s   de  β1‐CHNdel   e x7 p,   a l   meno s   a l   c o m p a r a r l o s   c o n   la   e x p r e s i ó n   de  
esta   i s o f o r ma   truncada   e n   o t r a s   l í n e a s   c e l u l a r e s ;   s i n   e m b a r g o ,   l o s   n i v e l e s   de  β2 CHNdel  
ex4 ‐6  s o n   mu y  b a j o s .  
II.2.d. Expresión diferencial de los tránscritos del gen CHN2 en líneas celulares de tumores 
del sistema nervioso central. 
P a r a   a n a l i z a r   la   r e l e v a n c i a   de   l o s   t r á n s c r it o s   del   g e n  CHN2  en   tu mores   del   s i s t e m a  
n e r v i o s o   central,   s e l e c c i o na m o s   cuatr o   l í n e a s   c e l ul a r e s   d e r i v a d a s   de   g l i o b l a s t o m a s  
m u l t i f o r m e s   y   una   l ínea   c e l u l a r   d e r i v a d a   de   n e u r o b l a s t o m a   (SH ‐SY5Y).  Esta   lí nea   s e   utili zó  
como   r e f e r e n c i a   p o r q u e   s e   ha   descri to   una   d i s m i n u c i ó n   de   la   e xp r e s i ó n   de  β2‐ quimeri n a  
en   g l i o b l a s t o m a s   m u l ti f o r m e s   y   no   e n   o t r o s   tipo s   de   t u m o r e s   del   s i s t e m a   n e r v i o s o  
central .  El   v a l o r   de   ΔCt   u t i l i z a d o   p a r a   l a   n o r m a l i z a c i ó n   es   el   v a l o r   c o r r e s p o n d i e n t e   a   la  
e x p r e s i ó n   de  β2‐qui merina  en   esta  l í n e a .  
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En   l a s   l í n e a s   celulares   d e r i v a d a s   de   tumores   de   s i ste m a   n e r v i o s o   central   no   s e  
dete ctó   la   e x p r e s i ó n   del   t r á n s cr i to   β1‐ quimeri na.   Tampoco   s e   detectó   e x p r e s i ó n   de   la  
v a r i a n t e  β2‐CHNdel   ex4 ‐6 ,   cuya   e x p r e s i ó n   s i   e r a   detectabl e,   aunq ue   a   muy   b a j o s   n i v e l e s ,  
en   l a s   l í n e a s   de   m a m a .  Se   dete ctaron   l o s   t r á n s c r i t o s  β2‐qui merina   que,   a l   i g u a l   que   en   l a s  
l í n e a s   c e l u l a r e s   de   m a m a ,   fue   el   tránscrito   m a y o r i t a r i o ,   y   la   v a ri a n t e   β1‐CHNdel   e x7 p  
(Tabla  19).  
 
 
Línea   ce l u l a r  β2‐ q u i me ri n a  β2‐CHNdel   e x 4 ‐6 β 1 ‐ q u i me ri n a  β 1 ‐CHNdel   e x 7p  
A  172  1,047  0 ٛٛٛٛٛ 0,048  
LN‐ 18  0,076  0 0,000 0,001  
LN‐229  0,313  0 0,000 0,014  
LN‐ 443  5,255  0 0,019 1,110  
T  989  0,456  0 0,001 0,101  
SH‐SY5Y  1 0 0,001 0,030  
 
La   línea   contr o l  SH ‐SY5Y   e x pr es a   la   i s o f o r m a  β2‐qui m erina   y ,   a   n i v e l e s   muy   b a j o s ,  
β1‐CHNdel   e x 7 p   (Tabla  19).  Dentro   d e   la s   l í n e a s   d e r i v a d a s   de   g l i o b l a s t o m a s ,   la   línea  A172,  
presentó   u n   p a t r ó n   de   e x p r e s i ó n   s i m i l a r   a  SH ‐SY5Y:  Expresión   de l   tránscrito  β2‐quimeri na  
y   b a j a   p r e s e n c i a   de   la   v a r i a n t e  β1‐CHNdel   e x 7 p .  Esta   tende ncia   de   e x p r e s i ó n   s e   mantuvo  
c o n   l a s   línea s   LN ‐229   y   T989,   que   e x p r e s a r o n   m a y o r i t a r i a m e n t e   β2‐q u i m e r i na   aunqu e  
bastante   p o r   d e b a j o   de   l o s   n i v e l e s   de   la   línea   ce lular   de   r e f e r e n c i a ,   y   en   l a s   que   s e  
dete ctó   una   m e n o r   e x p r e s i ó n   de  β1‐CHNdel   ex7 p.  En   el   c a s o   de   la   muestra   de  LN ‐18,   l o s  
n i v e l e s   de   e x p r e s i ó n   de  β2‐quimeri na   f u e r o n   muy   b a j o s ,   y   no   se   detectó   la   v a r i a n t e  β1‐
CHNdel   e x7 p .   P a r a   la   línea   celular   LN ‐4 4 3 ,   l a s   e x p r e s i o n e s   t a n to   de   la   i s o f o r m a   β2‐
quimeri na,   como   de   la   varia nte  β1‐CHNdel   e x 7 p   f u e r o n   m a r c a d a m e n t e   s u p e r i o r e s   a   l a s  
de   la   muestr a   r e f e r e n c i a ,   p e r o   la   i s o fo r m a   β2‐qui merina   sigui ó   e x p r e s á n d o s e   en   una  
p r o p o r c i ó n  m ucho   m a y o r   que  la  v a r i a n t e  de  splicing β1‐CHNdel  e x 7 p .   
En   e s t o s   e x p e r i m e n t o s ,   a d e m á s   de   l a   e x p r e s i ó n   de   i s o f o r m a s   trunca das,   es  
relevante   la   d i s m i n u c i ó n   de   la   e x p r e s i ó n   de   β2‐q u i m e r i n a   s i e n d o ,   en   a l g u n o s   c a s o s ,  
indetecta ble.  
Tabla   19 :  Valores   d e  RQ   para   c a d a   m u es t ra   d e   l í n e as   celu lares   de   tumo res   del   s is t em a  
n e r v i os o   central   y   c a d a   grupo   de   tránscrito s   d e l   gen  CHN2 ,   referidos   a   la   expresión   d e l  
tránscrito   d e  β2‐qu imerin a   para   la   l í n e a   celu lar  SH‐SY5Y.   (V alor   d e  RQ=1).   
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II.3.  ESTUDIO DE LA REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN DEL GEN CHN2.  
La   t r a n s c r i p ci ó n   de   un   ge n   está   r e g u l a d a ,   en   parte,   p o r   la   r e g i ó n   p r o m o t o r a   de  
este   gen .   En   la   f a m i l i a   de   l a s   qui merinas   s ó l o   s e   h a n   d e s cr i t o s   l a s   característi cas  
e s t r u c t u r a l e s   de   uno   de   l o s   p r o m o t o r e s   del   gen  CHN1. Este   gen   p r e s e n t a ,   a l   i g u a l   que   el  
gen   CHN2,  inicio   a l t e r n a t i v o   de   la   transcrip ció n.   El   p r o m o to r   descri to   regula   la  
t r a n s c r i p c i ó n   de   la   i s o f o r m a  α1‐quimeri na   y   s e   e n c u e n t r a   en   la   r e g i ó n   que   c o r r e s p o n d e   a  
la   s e c u e n c i a   del   i n t r ó n   6   del   gen.   Este   p r o m o t o r   está   poco   caracterizado   y   no   s e   h a n  
l o c a l i z a d o  caj a s  TATA,  ni  m o tiv o s  de  ini ci a ció n 86 .  
En   e s t e   t r a ba j o   n o s   p l a n t e a m o s   e s t u d i a r   m e ca nis mo s   de   r eg u l a c i ó n   de   la  
t r a n s c r i p c i ó n   del   ge n  CHN2,   cuya   regió n   p r o m o t o r a   del   ge n  CHN2  no   ha   s i d o   estudiada  
h a s t a   el   mo mento;   p a r a   e l l o ,   s e   r e a l i z ó   un   e s t u d i o   teórico   de   l a s   s e c u e nc i a s   5 ’UTR  
a d y a c e n t e s  a l  inicio  de  la  t r a d u c c i ó n  d e  l a s  d o s  i s o f o rm a s  c o d i f i c a d a s  p o r  este   g e n.  
II.3.a. Análisis bioinformático de los promotores de β1‐ y β2‐quimerina. 
A  t r a v é s   del   p r o g r a m a   Fir s tEF 92   ( h t t p://rulai. c s h l . o r g / t o o l s / F i r s tEF),   s e   l o c a l i z a r o n  
d o s   p r o m o t o r e s   diferen tes   en   el   g e n   CHN2 ,   e nca r ga do s   d e   r e g u l a r   d e   m a n e r a  
i n d e p e n d i e nt e   la   t r a n s c r i p c i ó n   de   l a s   i s o f o r m a s   β1‐  y   β2‐qui meri na.   No   s e   e n c o n t r a r o n  
secuen cias   d e   c a j a s  TATA  o  CAAT  en   e s t o s   p r o m o t o r e s ,   p e r o   el   p r o g r a m a   predi j o   una   i s l a  
CpG  e n  el  p r o mo t o r  del  trá nscrito  β2‐ q u i m e r i n a .   
Uno   de   l o s   meca nismos   de   r e g u l a c i ó n   e p i g e né t i c o s   m á s   e s t u d i a d o s   y   m á s  
comunes   e n   el   silenciami ento   de   l o s   genes   s u p r e s o r e s   de   tum o res   es   la   met i l a c i ó n   d e l  
p r o m o t o r .   N o   t o d o s   l o s   p r o m o t o r e s   s o n   s u s c e p t i b l e s   a   este   tipo   de   r e g u l a c i ó n .   Un  
requisito   es   l a   p r e s e n c i a   de   i s l a s  CpG   (a gr u pa ci o n e s   de   dinu cl eótidos  CG)   en   la   r egió n  
cercana  a l  ini cio  de  la  t r a n s c r i p c i ó n .  
Las   secuencia s   s u s c e p t i b l e s   de   a c t u a r   c o m o   p r o m o t o r e s   f u e r o n   es t u d i a d a s   c o n   un  
p r o g r a m a   de   p r e d i c c i ó n   de   i s l a s   CpGs:   CpG  Island  Searcher163 
( h t t p://www. u s c n o r r i s . c o m / c p g i s l a n d s2).   El   p r o g r a m a   c o n s i d e r ó   i s l a s   CpG   a   s e c u e n c i a s  
que   c u m p l i e r a n   l a s   siguie ntes   c a r a c te r í s t i c a s:   un   p o r c e n t a j e   de   n ucle ó ti do s  C‐G   s u p e r i o r  
a l     5 5 % ,   una   p r o p o r c i ó n   de   CpGs   o b s er v a d a s   frente   a   CpGs   e s p e r a d a s   del   0,65   y   un  
tamaño  de  se cuen cia   de,  a l  m e n o s ,  500   pb.   
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La   secuen cia   identifi cada   como   p r o m o t o r   de   la   β1‐quimeri na   p o r   el   p r o g r a m a  
FisrtEF  no   presentó   i s l a s  CpG,   p e r o   s i   s e   o b s e r v ó   una   i s l a  CpG   en   el   p r o m o t o r   de   la  β2‐
quimeri na   (Fi g.   42).  Al   a n a l i z a r   la   secuen cia   genómi ca   comple ta   del   gen  CHN2  en   busca   de  
i s l a s  CpG,   s e   encontró   u na   segunda   i s l a  CpG   e n   el   i n t r ó n  2  del   ge n  CHN2 ,   a   8 8   k i l o b a s e s  
del   e x ó n  1.   N o   parece   que   esta   i s l a  CpG   s e   e nca r gu e   de   la   r egul ación   de   ning uno   de   l o s  
d o s  t r á n s c r i t o s ,  puesto  qu e  s e  e ncu entr a  l e j o s  de  s u s  inicios   de   t r a n s c r i p c i ó n .  
 
 
 
II.3.a.1 Análisis de la metilación del primer promotor del gen CHN2. 
Tenien do   en   cuen ta   l o s   d a t o s   a n t e r i o r e s ,   en   este   t r a b a j o   n o s   planteamo s   el  
estudio   de   l a   m e t i l a c i ó n   del   p r o m o t o r   del   gen   CHN2  que   r egula   la   e x p r e s i ó n   de   la  
i s o f o r m a  β2‐quimeri na.   P u e s t o   que   h a b í a m o s   o b s e r v a d o   d i s m i n u c i ó n   de   la   e x p r e s i ó n   del  
gen  CHN2  en   l í n e a s   celulares   de   cánce r   de   mama   (Tabla  18),   u t i l i z a m o s   e s t a s   m u e s t r a s  
p a r a   el   a n á l i s i s   de   la   m e t i l a c i ó n .   El   estudio   s e   r e a l i z ó   p o r   secue ncia ci ó n   de   PCR  
depen dien te   de   bisulfito   del   DNA   gen ó mico   (BSP).   P a r a   el   diseño   del   exper imento   s e  
utilizó   el   p r o gr a m a  Methyl Primer Express  (Appli ed  Biosyste m s ),   tanto   p a r a   s e l e c c i o n a r   la  
r e g i ó n   de   i nt er és   dentro   de   la   i s l a   CpG,   como   p a r a   el   diseño   de   l o s   o l i g o n u c l e ó t i d o s  
e s p e c í f i c o s   de   DNA   b i s u l f i t a d o .   Se   sel eccionó   la   r egió n   de   la   i s la   CpG   m á s   d e n s a   en  
dinu cleótidos  CpG,   amplifi cando   p o r   PCR   d e p en d i e n t e   de   b i s u l f i to   una   r e g i ó n   d e   307   pb  
que   c o m pr e n d í a   3 6   dinu cleótidos   CpG   y   el   i n i c i o   de   la   t r a d u c c i ó n   de   la   i s o f o r m a   β2‐
quimeri na   (Fi g.  4 3 ) .  
Figura   42:  Represen t ac ión   d e   l o s   d inu cleótidos  CpG   localizados   a   lo   largo   d e   la   s e c u e n c i a   d e l  
p r o mo t o r   gen  CHN2  para   el   trá n s c r i t o  β2‐qu imerin a.  La   marca   verde   in d i c a   la   posición   d e l   inic io  
d e   la   t r ad uc c ió n .   Subray ad a   en   a zu l   se   marc a   la   s ec u enc i a   correspondiente   a   la   isla   CpG   d e l  
promotor   d e   la  β2‐quimerina.   (Datos   o bt e n id o s   a   través  d el   programa  CpG Island Research ) .  
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N u e s t r o s   r e s u l t a d o s   m u e s t r a n   m e t i l a c i ó n   del   p r o m o t o r .   Esta   metila ción   s e  
conce ntra   en   d o s   s u b r e g i o n e s:   la   p r i m e r a   incluye   l a s   c i t o s i n a s   s u s c e p t i b l e s   d e   metila ción  
s i t u a d a s   entr e   l a s   p o s i c i o n e s  ‐ 8 7   y  ‐  72   del   p r o m o t o r ,   y   la   segunda   incluye   l a s   p o s i cio ne s  ‐
27   a   ‐15.   Comprobam o s   que   e x i s t e n   distintos   patr ones   de   m e t i l a c i ó n   de   la   r e g i ó n   del  
p r o m o t o r   del   gen  CHN2  e n   l a s   distinta s   l í n e a s   c e l u l a r e s .  La   línea   celular  AU‐5 6 5   presentó  
u n o s   n i v e l e s   de   m e t i l a c i ó n   del   3 6 %   a   lo   l a r g o   de   toda   la   r e g i ó n   (Tabla  20).  Unos   n i v e l e s  
s i m i l a r e s   s e   o b s e r v a r o n   en   l a s   l í n e a s   celulares   MCF10A   (20,6%)   y   HCC1569   (15,8%).   La  
línea   cel ular   HCC1937,   a   p e s a r   de   te ner   b a j o s   n i v e l e s   de   m e t i l a c i ó n   t o t a l es   (21,5%),  
presentó   una   acumula ción   de   l o s   d i n u c l eó t i d o s  CpG   m e t i l a d o s   en   d o s   s u b r e g i o n e s   de   este  
p r o m o t o r:   61%   de   ci tosinas   metiladas   e n   la   s u b r e g i ó n  1,   y   9 3 , 3 %   en   la   s u b r e g i ó n  2.   (Fi g.  
44).  Esta   a c u m u l a c i ó n   d e   c i t o s i n a s   m e t i l a d a s   en   l a s   s u b r e g i o n e s  1  y  2  s e   o b s er v ó   tambié n  
en   la   línea   HBL ‐100.  En   la   línea   cel ular   HS578T,   la   acum ulación   d e   c i t o s i n a s   m e t i l a d a s   s e  
centró   s ó l o   e n   la   s u b r e g i ó n  2  (90%).   MCF7   no   prese ntó   me tilació n   del   p r o m o t o r   de  CHN2 ,  
m i e n t r a s   que  en  la  línea  BT‐5 4 9 ,  m á s  60%  de  l a s   cito sinas  t o t a l e s   e s t a b a n  m e til a da s .  
 
 
Línea   ce l u l a r   Promotor   Subregió n   1   Subregió n  2 
AU656     36,00% 46,70% 30,00%  
HCC1569    15,80% 33,30% 50,00%  
HCC1937     21,50% 6 0 , 0 0 % 9 3 , 3 0 %  
MCF7     6,10% 20,00% 26,70%  
BT549     6 1 , 0 0 % 7 0 , 0 0 % 9 6 , 7 0 %  
HS578T     29,80% 33,30% 9 0 , 0 0 %  
HBL100      26,30% 5 3 , 3 0 % 8 0 , 0 0 %  
MCF10A     20,60% 46,70% 43,30%   
 
En   el   a n á l i s i s   de   l o s   patrones   de   c i t o s i n a s   metilada s   identifica mos   d o s   citosinas  
que   no   p e r t e ne c í a n   a   un   d inucl eótido  CpG,   s i n o   a   un   t r i n u c l e ó t i do  CpNpG,   q ue   a p a r e c í a n  
metiladas   co n  una  f r e c u e n c i a  alta  y  e n   distintas   m u e s t r a s  (Fig.  4 4 ) .   
P a r a   e s t u d i a r   la   r e l a c i ó n   e ntr e   la   me til a ción   del   p r o mo t o r   y   la   r e g u l a c i ó n   de   l o s  
n i v e l e s   de   e x p r e s i ó n   de   la   i s o f o r m a  β2‐quimeri na,   decidi mos   a n a l i z a r   la   e x p r e s i ó n   de   este  
gen   t r a s   trata miento   c o n  AZA.   P a r a   ello   e s c o g i m o s   d o s   l í n e a s   celul a res   de   m a m a:  AU565,  
una   línea   cel ular   c o n   u no s   n i v e l e s   de   e x p r e s i ó n   d e l   tránscrito  β2‐quimeri na   l iger a men te  
Tabla   20:   Porcentaj e   d e   c i to s in a s   metiladas   en   el   p r om o t o r   d e   CHN2 r es p ec t o   al   total   d e  
citosinas   su scep tib les   d e   metilación   d e   e s t a   región.   Los   c á l c u l o s   están   agrupados   en   citosinas  
totales,  y   en   las   d o s   subregiones   c on   mayor   p o r c en t a j e   d e  citosinas   metiladas.  
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I. EL GEN CHN2  Y  EL CÁNCER.  
El   e s t u d i o   de   l o s   m e c a n i s mo s   molecul a res   del   gen  CHN2  es   e s e n c i a l ,   y a   que   l a s  
p r o t e í n a s   q u e   codifi ca   a c t ú a n   como   r e g u l a d o r a s   n e g a t i v a s   de   Rac,   u na   pro teína   Rho  
GTPasa   impli cada   en   una   g r a n   cantida d   de   p r o c e s o s   celulares   a s o c i a d o s   c o n   p r o l i f e r a c i ó n ,  
t r a n s f o r m a c i ó n   maligna   e   i n v a s i ó n ,   y   cuya   d e s r e g u l a c i ó n   está   r e l a c i o n a d a   c o n   diversas  
enf er me da de s   como   el   cáncer 164 .  En   e s t u d i o s   p r e v i o s   a   este   t r a b a j o 33   s e   ha   descrito   un a  
a s o c i a c i ó n   e n t r e   la   d i s m i n u c i ó n   del   tránscrito  β2‐q u i mer i na   y   la   p r o g r e s i ó n   del   cáncer;   s u  
s o b r e e x p r e s i ó n   en   c é l u l a s   t u m o r a l e s   de   ma ma   in hibe   la   p r o l i f e r a c i ó n   y   la   m e t á s t a s i s   a  
t r a v é s   de   la  Rho   GTasa  Rac 90,91 .  Estos   d a t o s   s u g i e r e n   que   la   d i s mi n u c i ó n   d e   la   e x p r e s i ó n  
de  β2‐ qui me rina   en   cán ce r   no   es   a c c i d e n t a l ,   s i n o   q ue   es   una   d i a na   en   la   t r a n s f o r m a c i ó n  
maligna   y   q u e   s u   r e s t i t u c i ó n   pued e,   p o t e n c i a l m e n t e ,   i n d u c i r   a   un a   “ n o r m a l i z a c i ó n ”   en   el  
comportami e nto   de   la   cél ula.  Estas   e v i de n c i a s   a p u n t a n   a   qu e   el   gen  CHN2  pu ede   s e r   u n  
gen  s u p r e s o r  de  t u m o r e s .   
Los   genes   s u p r e s o r e s   de   tumores   c o d i f i ca n   p r o t e í n a s   que   i n t e r v i e n e n   en   la  
inhibi ción   de   la   p r o l i f e r a c i ó n ,   p r o m u e v e n   la   m u e r t e   celular   o   r e p a r a n   el   DNA.   Deben  
tener   ina ctiv o s   a m b o s   a l e lo s   p a r a   que   s e   p r o d u z c a   u na   pérdida   d e   función   de   l a   p r o t e í n a ,  
lo   que   deriv a   en   la   t r a n s f o r m a c i ó n   m a ligna   de   la   célula   (Teoría   del   d o b l e   i mpa c to   de  
Knudson136 ).  Sus   a l t e r a c i o n e s   m á s   comunes   s o n   la   aparición   de   muta ciones   i n a c t i v a d o r a s ,  
aunque   t a m b i é n   pued en   d e b e r s e   a   l a   g e n e r a c i ó n   de   a b e r r a c i o n e s   en   el   splicing,  o   a  
a l t e r a c i o n e s   e p i g e n é t i ca s   que   co n du ce n   a   la   d i s m i n u c i ó n   d e   la   e xp r e s i ó n   del   gen   o   a   s u  
s i l e n c i a m i e n t o ;  a d e m á s  de  a l t e r a c i o n e s   c r o m o s ó m i c a s  que   m o d i f i c a n  uno  o  v a r i o s  l o c i .  
En   este   t r a b a j o   no   h e m o s   encontrado   m u t a c i o n e s   patogéni cas   que   s e   p u d i e r a n  
a s o c i a r   a l   des a r r o l l o   de   l o s   tres   t i p o s   t u m o r a l e s   e s t u d i a d o s:   m a m a ,   g l i o b l a s t o m a s   y  
s í n d r o m e s   m i e l o d i s p l á s i c o s .   Aunque   e n   o t r o s   genes   Rho   GAP   s í   s e   h a n   encontrado  
muta ciones,   como   e n   el   a l e l o   no   d e l e c i o n a d o   del   ge n   GRAF143  en   s í n d r o m e  
m i e l o d i s p l á s i co   o   en   el   gen  DLC1  en   v ar i o s   t i p o s   de   cáncer 141 ;   la   ausencia   de   muta ciones  
no   descarta   que   el   g e n  CHN2  pueda   s er   un   ge n   s u p r e s o r   tumor a l.  Existe n   c a s o s   de   genes  
a s o c i a d o s   c o n   c á n ce r ,   co mo  RAC1  u   o t r o s   genes   d e   la   f a m i l i a   d e   l a s  Rho   GTPasas,   en   l o s  
que   nun ca   s e   h a n   e n c o n t r a d o   mu taci ones   p a t o g é n i c a s ,   p e r o   s i   p r e s e n t a n   o tr o   tipo   de  
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a l t e r a c i o n e s   a s o c i a d a s   con   el   d e s a r r o l l o   del   t u m o r .   No   p o d e m o s   d e s c a r t a r   que   puedan  
a p a r e c e n  en   o t r o s  t i p o s  t u m o r a l e s  difer entes  a  l o s  e s t u d i a d o s .  
Aunque   el   es tudio   del   gen  CHN2  no   pe rmitió   e nco n tr a r   mu tacio nes   p a t o g é n i c a s ,  
s i   h e m o s   o b s e r v a d o   p o l i m o r f i s m o s ,   a l gu n o s   de   e l l o s   d e s c r i t o s   p o r   primera   v e z   en   e s t e  
t r a b a j o .   Los   p o l i m o r f i s m o s   s o n   pequeñas   v a r i a c i o n e s   en   la   s e c u e n c i a   del   DNA,  
r e s p o n s a b l e s ,   en   a l g u n o s   c a s o s ,   de   la   v a r i e d a d   de   f e n o t i p o s   e n t r e   i n d i v i d u o s ,   y a   que  
puede n   d e r i v a r   en   pe que ños   c a m b i o s   de   la   a c t i v i d a d   del   gen.  Ocasionalme nt e   pued en  
e s t a r   r e l a c i o na d o s   c o n   una   m a y o r   s u s c e p t i b i l i d a d   a   pad ecer   una   d e ter mi na da  
e n f e r m e da d ,   aunque   n u n c a   es   la   c a u s a   d i r e c t a   de   la   m i s m a .  El   a l e l o  T  del   p o l i m o r f i s m o  
IVS5+7C>T   del   gen  CHN2 ,   según   e s t u d i o s   b i o i n f o r m á t i c o s   t e ó r i c o s   l l e v a d o s   a   cabo   c o n   el  
p r o g r a m a   Human  Splicing  Finder168   ( h t t p://www . u m d . b e / HSF),   modifica   la   s e c u e n c i a  
u n i ó n   de   u n   potencia dor   del   splicing  (ESE);   el   a l e l o   A  del   p o l i m o r f i s m o   c.366G>A  
( p.S122S)   produce   la   pér dida   de   u na   secuen cia   ESE  y   un   s i t i o   teórico   de   u n i ó n   de   u n  
inhibidor   del  splicing  (ESS);   y   el   a l e l o   G   del   p o l i m o r f i s m o   c.611A>G   ( p.H203R) ,   a s o c i a d o  
p r e v i a m e n t e   c o n   la   p r e d i s p o s i c i ó n   a   la   e s q u i z o f r e n i a 169 ,   pierde,   e n   t e o r í a ,   una   secuen cia  
ESE  y   u na   secue ncia   ESS,   y   l o s   p r o g r a m a s   de   p r e d i c c i ó n   d e   muta cione s   pMUT 130 
( h t t p://mmb2.pcb.u b . e s:8080/PMut)   y   Polyphen170  ( h t t p://ge neti c s . b w h . h a r v a r d . e d u /  
pph )   c o n s i de r a r o n   el   cam bio   de   histidi na   a   argini na   d e r i v a d o   del   a l e l o   G   como   patogéni co  
o  posiblemen te  p er j u d i c i a l   (Fig.  4 6A).   
La   c o m p a r a c i ó n   de   la   di stribución   d e   l o s   d i s t i nt o s   g e n o t i p o s   de   e s t o s   tr es  
p o l i m o r f i s m o s   entre   pa cie ntes   c o n   cán c er   frente   a   i n d i v i d u o s   s a n o s   no   m o s t r ó   d i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s .   La   ausencia   de   a s o c i a c i ó n   de   l o s   tres   p o l i m o r f i s m o s   c o n   l o s   tres   t i p o s   de  
tumores   e s t u d i a d o s   deb e   s e r   a n a l i z a da   considera ndo   que   p a r t i m o s   de   u n   tamaño   de  
p o b l a c i ó n   li mitado   y   qu e   la   s e l e c c i ó n   de   l o s   SNPs   s e   r e a l i z ó   teni endo   en   cue nt a  
p r e d i c c i o n e s   b i o i n f o r m á t i c a s .  El   estudio   de   p o l i m o r f i s m o s   del   gen  DLC1 ,   p o r   ejemplo,   no  
m o s t r ó   a s o c i a c i ó n   del  SNP   ‐29A>T   en   carcinoma   n a s o f a r í n g e o   y ,   s i n   embargo ,   o t r o s   tres  
p o l i m o r f i s m o s   del   gen   e s t á n   a s o c i a d o s   c o n   la   p r e d i s p o s i c i ó n   a   s u f r i r   carcinoma  
hepatoce lula r.   No   s e   d e s c a r t a ,   p o r   t a n t o ,   que   e s t o s   p o l i m o r f i s m o s   u   o t r o s   del   gen  CHN2 
puedan  e s t a r   i m p l i c a do s  e n  o t r o s  t i p o s   t u m o r a l e s .   
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La   ausencia   d e   a l t e r a c i o n e s   a   n i v e l   genó mico   q ue   p u di e r a n   a p o y a r   la   h i p ó t e s i s   del  
gen  CHN2  co mo   s u p r e s o r   de   tu mores   n o s   condujo   a l   estudio   de   la   e x p r e s i ó n   de   este   gen .  
Las   a p r o x i m a c i o n e s   a   este   a n á l i s i s   en   estudios   p r e v i o s   no   d i s c r i m i n a b a n   entre   l a   presencia  
de   l o s   t r á n s c r i t o s  β1‐  y  β2‐quimeri na 90,91 .   P a r a   e v i t a r   este   i n c o n v e ni e n t e ,   d i s e ñ a m o s   PCRs  
a n i d a d a s   e s p ec í f i c a s   d e   ca da   i s o f o r m a   del   ge n  CHN2 .  El   a n á l i s i s   d e   la   e x p r e s i ó n   r e v e l ó ,   en  
primer   l u g a r ,   la   ausencia   de   tráns crito   β2‐qui merin a   en   a l g u n a s   m u e s t r a s   d e   d i s t i n t a s  
l í n e a s   celula res   d e r i v a d a s   de   cáncer   ( F i g . 31).   Demostra m o s   a s í   lo   que   y a   s e   había  
o b s e r v a d o   en   o t r o s   t r a b a j o s ,   que   e x i s t e   una   a u s e n c i a   o   una   d i s m i n u c i ó n   d e   e x p r e s i ó n   del  
gen  CHN2  en   cáncer   de   ma ma   y   g l i o b l a s t o m a   de   alto   g r a d o 90,91 .  El   a n á l i s i s   de   la   e x p r e s i ó n  
Figura   4 6 :   El   gen   CHN2  y   de   los   tránscrito s   más representativos.   (A) .   Represen tación   de   los  
exones   y   las   s e c u en c i a s   i n t ró n i c a s   flanqueantes   e d l   g e n  CHN2,   sobre   la   q u e   se   representan   los  
polimorfismos   localizados   du ran t e   el   estudio   d e   b ú s qu e d a   d e   mutaciones   patogén ic as.   (B)  
Esquema   de   los   d o s   tránscritos   g e n e r a d o s   p o r   inicio   alternativo   d e   la   transcripción,   y   d e   c u a t r o  
isoromas   t r u n c a d a s .   Sobre   la   isoforma   completa   β2‐q u im e r i n a   apareen   señalados   los   residuos  
más   importantes   en   la   interacción   c o n  Rac   y   en   la   función   GAP   d e   la   proteína,   ad emás   d e   las  
señales   NLS   y  NES.
B  
A 
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d i f e r e n c i a l   d e l   gen   CHN2  m o s t r ó ,   ademá s ,   que   la   i s o fo r m a   β1‐quim erin a ,   h a s t a   el  
m o m e n to   s ó l o   dete ctada   en   t e j i d o   tes ticular   de   r a t a 90,91 ,   s e   e x p r e s a   tambié n   en   o t r o s  
t i p o s   c e l ul a r e s   h u m a n o s   ( F i g .   31).  Este   a n á l i s i s   inicia l   de   la   e x p r e s i ó n   s i r v i ó   también   p a r a  
describir   u n   f enómeno   m u y   común   e n   l a   m a y o r í a   de   l o s   g e n e s ,   p e r o   d e s c o n o c i d o   h a s t a   el  
m o m e n to   en   l a s   q u i m e r i n a s ,   el   splicing  a l t e r n a t i v o ,   un   p r o c e s o   p o r   el   qu e,   durante   la  
m a d u r a c i ó n   del  RNA,   la   m a q u i n a r i a   c e l u l a r   r e t i e n e   intrones   o   el imina   e x o n e s ,   o r i g i n a n d o  
que,   a   p a r ti r   de   la   t r a ns c r i p c i ó n   de   u n   gen,   s e   g e ner e n   m ú l t i p l e s   mRNAs.  En   e s te   e s t u d i o  
describi mos   una   amplia   v a r ieda d   de   i s o f o r m a s   t r u n c a d a s   d e r i v a d a s   tanto   del   p r e ‐mRNA  
de   β1‐q u i m e r i n a   como   d e   β2‐.   La   m a y o r í a   de   l a s   i s o f o r m a s   tr u n c a d a s   d e r i v a d a s   del  
tránscrito  β2‐quimeri na   p o d r í a n   c o n s i d e r a r s e   como   v a r i a n t e s   a b e r r a n t e s   y a   que   pierden  
f r a g m e n t o s   d e   exones   s i n   s e g u i r   ni ngú n   p a t r ó n   c o n o c i d o ;   s i n   e mba r go ,   o t r a s   v a r i a n t e s  
parecen   s e g u i r   un   c r i t e r i o   común   d e   d e l e c i ó n   d e   e x o n e s ;   p o r   e j e m p l o ,   la   d e l e c i ó n  
r e c u r r e n t e   d e l   e x ó n   7 p ,   cuya   secue ncia   de   r e c o n o c i m i e n t o   de   la   m a q u i n a r i a   del  
s p l i c e o s o m a   es  canóni ca.   
La   a p a r i c i ó n   de   n u e v a s   v a r i a n t e s   de   splicing  no   pudo   r e l a c i o n a r s e   c o n  
a l t e r a c i o n e s   en   cis,   es   decir,   c o n   mu taciones   en   el   gen   CHN2 .   Aunque   p a r t e   de   l o s  
p o l i m o r f i s m o s   encontrado s   durante   la   búsque da   de   m u t a c i o n e s   p r e s e n t a r a n   c a m b i o s   in 
silico  en   l a s   s e c u e nc i a s  ESE  y  ESS,   esto s   c a m b i o s   no   tienen   r e l a c i ó n   c o n   l o s   p a t r o n e s   de  
splicing  d e te cta do s   en   la s   v a r i a n t e s   d e s c r i t a s .   El   d i l e m a   es   s a b e r   s i   e s t a s   v a r ia ntes   de  
splicing  s e   d e ben   a   u na   a l t e r a c i ó n   e n   trans,   p o r   a l t e r a c i o n e s   en   l o s   genes   r e l a c i o n a d o s  
c o n   el   s p l i c e o s o m a ,   o   s i ,   po r   el   c o n t r a r i o ,   s u   g e n e r a c i ó n   o c u r r e   de   m a n e r a   n o r m a l ;   y   s i ,   de  
s e r   un   splicing  a b e r r a n t e ,   s e r í a   cau s a   o   efecto   de   la   d e s r e g u l a c i ó n   de   l a s   células  
t u m o r a l e s .  
El   e s t u d i o   f u n c i o n a l   d e   a l g u n a s   de   e s t a s   v a r i a n t e s   m o s t r ó   que   l a   v a r i a n t e   β2‐
CHNdel   e x6 p ‐12pB,   un   ej emplo   d e   u na   i s o f o r m a   trunca da   d e r i v a d a   de   β2‐ quimeri na  
carece   p o r   c o m p l e t o   de   a c t i v i d a d   GAP   (Fig.   38);   s u   l o c a l i z a c i ó n   y   s u   p a t r ó n   de   e x p r e s i ó n  
hacen   p e n s a r   que   s u f r e   ub iquiti nización   y   s e   acumula   en   a g r e g a d o s   celulares   a   la   e s p e r a  
de   s u   d e g r a d a c i ó n   p o r   e l   p r o t e a s o m a   ( F i g .   3 5A).   La   v a r i a n t e   β2‐CHNdel   e x 4 ‐6 ,   p o r   s u  
parte,   p r e s e n t a   una   l o c a l i z a c i ó n   s i m i l a r   a   la   i so f o r m a   comple ta  β1‐quimeri na,   incluso   t r a s  
t r a t a m i e n t o   c o n   PMA   (Fi g.   3 5A   y   36);   a m b a s   p r e s e n t a n   ta mbi én   u n o s   p o r c e n t a j e s   de  
d i s m i n u c i ó n   de  Rac   a c t i v o   s i m i l a r e s   ( F i g .   3 8   y   39).  Esto   s e   debe,   p r o b a b l e m e n te ,   a   la   gran  
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similitud   de   s ecue ncia   y   e s tr uct ur a   e n t r e   a m b a s ;   l a s   d o s   i s o f o r ma s   carecen   d e l   dominio  
SH2,   lo   que   f a v o r e c e   que   e s t a s   p r o t e í n a s   s e   encue ntren   s i e m p r e   en   s u   c o n f o r m a c i ó n  
a c t i v a ,   hacien do   que   tanto   s u   t r a s l o c a c i ó n   como   s u   a c t i v i d a d   GAP   s e a n   m á s   e f e c t i v a s   que  
l a s   de   la   i so fo r m a   comple ta  β2‐quim er ina.  Un   he ch o   l l a m a t i v o   es   la   lo calizaci ó n   nuclear  
de   l a s   v a r i a n t e s   que   pres entan   dele ci ón   p a r c i a l   d e l   e x ó n   7 .  Creemos   que   la   l o c a l i z a c i ó n  
nuclear   s e   de be   a   la   pérdi da   de   una   s e ñ a l   de   e x p o r t a c i ó n   n u c l e a r   (NES)   c o d i f i c a d a   en   la  
p a r t e   d e l e c i o na d a   del   exó n   7 ,   lo   qu e   f a v o r e c e r í a   q ue   u na   s e ñ a l   de   l o c a l i z a c i ó n   n u c l e a r  
crípti ca   (NLS)   codificada   en   el   e x ó n   9   pudiera   g u i a r   la   e x p o r t a c i ó n   de   e s t a s   v a r i a n t e s   a l  
i n t e r i o r   del   n úcle o   ( F i g .   4 6B).  Las   p r o t e í n a s  DLC‐186   y   MgcRacGAP 171   s o n   un   ejemplo   d e  
o t r a s   Rho ‐GAPs   c o n   s e ñ a l e s   nuclear es   NLS   q ue   tiene n   un   tr ansporte   mu y   a c t i v o   y  
regulado   e n t r e   el   n ú c l e o   y   el   citopla s ma.   Aunque   la   función   que   p u e d a n   ejercer   l a s  
p r o t e í n a s  Rho ‐GAPs   dentr o   del   nú cleo   no   está   muy   c l a r a ,   s e   s a b e   que   e xis te   u n   r e s e r v o r i o  
de  Rac  a ctiv o  nu clear  q ue   regula  l a s  v í a s  de  s e ñ a l i z a c i ó n  que  c o n t r o l a n  la  e x p r e s i ó n  géni ca  
y   la   p r o g r e s i ó n   del   cic lo   celular 172 .   Este   r e s e r v o r i o   nu clear   de   Rac   y   la   a l t e r a c i ó n   del  
dominio  C1  debido   a   la   pé rdida   de   s u s   cuatro   p r i m e r o s   a m i n o á c i d o s ,   esenciales   p a r a   s u  
función,   pu e den   s e r   la   c a u s a   de   la   m a y o r   a c t i v i d a d   GAP   de   la   i s o f o r m a   tr uncada   β1‐
CHNdel   e x 7 p ,   que   i n a c t i v a   un   m a y o r   p o r c e n t a j e   d e  Rac ‐GTP   q ue   la   f o r m a   comple ta  β1‐
quimeri na   ( F i g .   39).   Se   p r e s u p o n e   q ue ,   a l   no   tener   que   a c t i v a r s e   y   t r a s l o c a r s e   a  
membrana   p a r a   ejercer   s u   a c t i v i d a d   s o br e  Rac,   la   e f i c i e n c i a   s e r á   m a y o r ,   a ú n   a s í   h a y   que  
tener   e n   cu e nta   que   la   a c t i v i d a d   GAP   de   l a s   q u i m e r i n a s   s o b r e  Rac   no   s ó l o   s e   b a s a   en   la  
d i s m i n u c i ó n   de  Rac   a c t i v o   g l o b a l   de   la   célula,   s i n o   q ue   es   m uy   i m p o r t a n t e   s u   a c c i ó n   lo cal  
s o b r e   r e s e r v o r i o s   de   Rac   l o c a l i z a d o s   y   en   m o m en to s   celulares   d e t e r mi n a d o s .   La   duda  
s u r g e   c o n   la   v a r i a n t e  β1‐CHNdel   e x 7 p ,11.  La   s o b r e e x p r e s i ó n   de   es ta   proteína   d is m i n u y e  
l o s   n i v e l e s   de  Rac ‐ GTP   de   l a   célula   un  25%,   aunque   pierde   p a r te   del   d o m i n io   GAP,   s i   bie n  
es   cierto   qu e   c o n s e r v a   la   arginina   313   del   dedo   de   arginina ,   l o s   aminoácidos   de  
i n t e r a c c i ó n   c o n  Rac   F 317   y  E319,   y   la   a s p a r r a g i n a   423,   importante   p a r a   la   c a t á l i s i s   (Fig.  
46B).   H a b r í a   que   p r o f u n d i z a r   s i   la   dis mi nución   de  Rac   a c t i v o   s e   d e be   a   la   a ctiv i da d   GAP   de  
la   p r o p i a   v a r i a n t e  β1‐CHNdel   e x 7 p ,11,   o   s i   la   i s o f o r m a   tru ncada   f a v o r e c e   la   i n a c t i v a c i ó n  
de   Rac   d e   m a n e r a   indir ecta.   H emo s   encontrado   e v i d e n c i a s   de   la   i n t e r a c c i ó n   de   β1‐
CHNdel   e x 7 p ,11   c o n   el   c o m p l e j o   Rac ‐ PBD ‐GST,   p e r o   d e s c o n o c e m o s   s i   esta   int e r a c c i ó n  
proteica   es   c o n   la   proteína   Rac   o   c o n   o t r a s   p r o te í n a s   presentes   en   el   c o m p l e j o .   La  
i n t e r a c c i ó n   p o dr í a   s e r   directa   c o n   la   molécula   Rac,   y a   que   e s ta   v a r i a n t e   c o n s e r v a   los  
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a m i n o á c i d o s   F 317   y  E319   d e s c r i t o s   e n  β2‐qui merina   como   n e c e s a r i o s   p a r a   la   i n t e r a c c i ó n  
c o n  Rac,   y   s e   ha   demostr a do   que   m ut a nte s   de  α1‐ quimeri na   s i n   activida d   GAP   puede n  
u n i r s e   a  Rac1   p r o l o n g a n d o   s u   i n t e r a c c i ó n 173 ;   s i n   e mba r go ,   la   v a r i a n t e   β2‐CHNdel   e x 6 p ‐
12pB,   que   ca rece   p o r   co mpleto   del   d o minio   GAP   y   tampo co   p r e s e n t a   l o s   a mi n o á c i d o s  
F 317   y   E319,   también   c o p r e c i p i ta   j u n t o   a   este   c o m p l e j o ,   de   m a n e r a   qu e   s i   a m b a s  
i s o f o r m a s   t r u n c a d a s   u t i l i z a n   l o s   m i s m o s   m e c a n i s m o s   p a r a   la   in ter a cción   c o n   el   c o m p l ej o ,  
no   parece   q u e   lo   h a g a n   a  Rac,   o   p o r   lo   m e n o s ,   no   a   t r a v é s   l o s   residuos   d e s c r i t o s   h a s t a   el  
m o m e n to .  
La   e x p r e s i ó n   de   β2‐CHNdel   ex4 ‐6   y   de   l a s   va ria ntes   d e r i v a d a s   de   β1‐quim eri na  
carentes   el   e x ó n   7 p   ( del7p)   s e   d e t e c t a n   p o r   PCR   c u a n t i t a t i v a   en   muestra   de   l í n e a s  
t u m o r a l e s   d e   mama   y   g l i o b l a s t o m a s ,   m i e ntr a s   qu e   l a   i s o f o r m a   completa  β1‐q u i m e r i n a   y  
a l g u n a s   de   la s   v a r i a n t e s   de  splicing  d e r i v a d a s   de   ella   que   c o n s e r v a n   i n t a c t o   el   e x ó n   7 ,   no  
a p a r e c e n   e x p r e s a d a s   (Tablas  18   y  19).  Esto   d a t o s   en   línea s   t u m o r a l e s   hacen   p e n s a r   que   la  
m a q u i n a r i a   d e   maduració n   del   p r e ‐ mRNA   reconoce   como   s i t i o  de splicing natural  el   s i t i o  
crípti co   s i t u a d o   en   el   i nter io r   del   e x ó n   7 ,   en   v e z   d e l   s i t u a d o   a l   f i n a l   del   e x ó n .  En   el   c a s o   de  
l a s   l í n e a s   t u m o r a l e s   de   m a m a ,   la   f u n c i ó n   de   la   i s o f o r m a   β1‐quimerina   completa   p o d r í a  
s e r  suplida   p o r  la  v a r i a n t e  de  splicing β2‐CHNdel   ex4 ‐6 .  
La   d i s m i n u c i ó n   de   la   e x p r e s i ó n   de   l a   f o r m a   completa   β2‐q u i m e r i n a   es   m á s  
c o m p l e j a   de   a n a l i z a r ,   y a   que   en   la   cuantifi cació n   de   este   t r á n s cr i to   s e   incl uye   la  
cuantifi cació n   de   l a s   v a r i a n t e s   de   splicing  β2‐CHNdel   e x 3 ,   β2‐CHNdel   e x6 p ‐12pB   y   β2‐
CHNdel   ex7 p ‐13pB.   P o r   e s o ,   en   a q u e l l o s   c a s o s   en   los   que   la   e x p r e s i ó n   de  β2‐q u i m e r i n a   es  
m a y o r   a   la   de   la   muestra   c o n t r o l ,   no   p o d e m o s   d e s c a r t a r   que   s e   trate   de   una   f a l s a   s e ñ a l   y  
lo   que   s e   esté   detectando   es   un   aumento   de   v a r i a n t e s   a b e r r a n t e s .  En   c u a l q u i e r   c a s o ,   más  
de   la   mitad   de   l a s   m u e s t r a s   e s t u d i a d a s   de   mama   y   g l i o b l a s t o m a   p r e s e n t a n   una  
d i s m i n u c i ó n   de   la   e x p r e s i ó n   de  β2‐qui merina   r e s p e c t o   a l   c o n t r o l ,   t a l   y   como   y a   s e   h a b í a  
o b s e r v a d o  p r e v i a m e n t e 108,111 .   
El   m e c a n i s m o   de   r e g u l a c i ó n   de   l o s   ge nes   de   la   f a m i l i a   de   l a s   quimeri nas   h a bía  
s i d o   poco   estudiado   h a s t a   el   m o m e n t o .   Sólo   s e   h a b í a n   caract erizado   a l g u n o s   m o t i v o s  
r e g u l a d o r e s   en   el   p r o m o t o r   que   contr o la   la   e x p r e s i ó n   del   t r á n s c r i t o  α1‐qui m erina   en   el  
gen  CHN1 90,91 .  En   e l   gen  CHN2 ,   describi mos   p o r   primera   v e z   la   p r e s e n c i a   de   u na   i s l a  CpG  
en   el   pri mer   p r o m o t o r   d e   CHN2 ,   que   regula   la   e x p r e s i ó n   del   t r á n s cr i to   β2‐ quimeri na,  
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aunque   r ecie ntem ent e   s e   ha   o b s e r v a d o   metila ción   d e l   p r o m o t o r   de  CHN2  en   t u m o r e s   de  
hígado   d e   r a tó n   t r a s   t r a t a m i e n t o   c o n   f e n o b a r b i t a l 92,93 .   En   n u e s t r a s   m u e s tr a s ,   la  
h i p e r m e ti l a c i ó n   del   p r o m o to r   comple to   no   parece   s e r   el   me canis mo   de   silenci a miento   el  
gen,   y a   que   s ó l o   o c u r r e   en   u na   ú n i c a   m u e s t r a ,   l a   c u a l   no   r e c u p e r a   la   e x p r e s i ó n   del  
tránscrito   β2‐quimeri na   t r a s   el   tratamiento   c o n   AZA,   pero   es   factible   que   la  
h i p e r m e ti l a c i ó n   específi ca   de   d o s   s u b r e g i o n e s   del   p r o m o t o r   i nhiba   la   i nt e r a c c i ó n   d e  
f a c t o r e s   de   t r a n s c r i p c i ó n ,   regulando   s u   expr esión,   c o m o   o c u r r e ,   p o r   e j e m p l o ,   en   el   gen  
IFN γ  d ur a nte   el   d e s a r r o l l o   de   l a s   c é l u l a s  T  c o l a b o r a d o r a s ,   en   el   q ue   la   m e t i l a c i ó n   de   u na  
citosina   conc reta   de   un   di nucleó tido  CpG   b l o q u ea   la   u n i ó n   de   f a c t o r e s   de   t r a n s c r i p c i ó n   a l  
p r o m o t o r ,   lo   que   i nhib e   la   e x p r e s i ó n   de l   gen 9 4 .  Esta   h i p ó t e s i s   con cuerda   c o n   la   e v i d e n c i a  
de   que   la   líne a  AU565,   que   presenta   un   b a j o   p o r c e n t a j e   de   metila ción   g l o b a l   p e r o   m a y o r  
n i v e l   de   m e t i l a c i ó n   en   d o s   s u b r e g i o n e s   a c o t a d a s   del   p r o m o t o r   (Fig.   4 4 )   d u p l i q u e   s u  
e x p r e s i ó n   de l   tránscrito   comple to   β2‐quimeri na   t r a s   t r a t a m i e n t o   c o n   AZA.   P o d e m o s  
p e n s a r   a s í ,   q ue   la   m e t i l a c i ó n   de   l a s   do s   s u b r e g i o n e s   del   primer   p r o m o t o r   del   gen  CHN2 
condu ce   a   u n   s i l e n c i a m i e nt o   r á p i d o   d e l   gen,   y   qu e   la   hiper metil ación   del   p r o m o t o r   está  
a s o c i a d a   a   un   silencia mie nto   a   l a r g o   plazo   en   el   que   i n t e r v i e n e n   o t r o s   m e ca nis mo s  
inhibidores   d e   la   t r a n s c r i p ci ó n ,   y   p o r   ell o   no   s e   consigue   la   r e e xp r e s i ó n   del   ge n   a l   t r a t a r   la  
célula   c o n  AZA.  
II. OTRAS ENFERMEDADES  ASOCIADAS AL GEN CHN2. 
Las   p r o t e í n a s   de   la   f a m i l i a   de   l a s   q u i m e r i n a s   t i e n e n   f unciones   r e l a c i o n a d a s   c o n   el  
d e s a r r o l l o   del   s i s t e m a   n e r v i o s o .  La  α2‐quimeri na   int eracciona   co n   el   r e c e p t o r   de   e f r i n a s  
EphA4,   influy endo   en   el   p r o c e s o   de   c o l a p s o   del   cono   a x o n a l   en   crecimie nto 174 .  Además   s e  
ha   o b s e r v a d o   que   mu tacio nes   a c t i v a d o r a s   en   el   gen  CHN1  s e   a s o c i a n   c o n   el   s í n d r o m e   de  
la   r e t r a c c i ó n   de  Duane115 ,   c a u s a d a   p o r   a l t e r a c i o n e s   a   n i v e l   de   l o s   a x o n e s   de   la s   n e u r o n a s  
m o t o r a s .   El   gen   CHN2  e s tá   tambié n   implica do   en   p r o c e s o s   de   plastici dad   n e u r o n a l ,  
presenta   u na   alta   e x p r e s i ó n   en   el   cer ebro   durante   el   d e s a r r o l l o   e m b r i o n a r i o   y   parece  
intervenir   en   la   g e n e r a c i ó n   de   l a s   conexiones   n e u r o n a l e s   a   t r a v és   de   s u   i n t e r a c c i ó n   co n  
EphA4 129 .   P o r   o t r o   l a d o ,   l a s   q u i m e r i n a s ,   como   r e g u l a d o r a s   de   la   a c t i v i d a d   de   l a s   Rho  
GTPasas ,   intervienen   en   p r o c e s o s   n e u r o n a l e s   a   t r a v é s   de   la   r e g u l a c i ó n   d e   s u   v í a   de  
t r a n s d u c c i ó n   de   s e ñ a l e s .   Las   Rho   GTPasas   e s t á n   a s o c i a d a s   co n   la   r e g u l a c i ó n   de   la  
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p l a s t i c i d a d   e s t r u c t u r a l   de   l a s   e s p i n a s   y   la s   d e n d r i t a s ,   y   a p a r e c e n   implica das   en   p r o c e s o s  
n e u r o n a l e s   c o m o   la   migr ación   y   p o l a r i z a c i ó n   n e u r o na l ,   la   o r ien t a c i ó n   a x o n a l   y     la  
f o r m a c i ó n  de  la  s i n a p s i s  n e u r o n a l 117 .   
La   a d i c c i ó n   a l   tabaco   es   u n   comporta miento   c o m p l e j o   en   el   qu e   h a y   i m p l i ca do s  
m u c h o s   f a c t o r e s   a m b i e n t a l e s ,   p e r o   está   también   i nfluido   p o r   f a c t o r e s   g e n é t i c o s ,   t a l   y  
como   s e   ha   d e m o s t r a d o   en   d i v e r s o s   e s t u d i o s   en   g e m e l o s ,   p o r   a n á l i s i s   de   l i g a m i e n t o   y  
e s t u d i o s   de   genes   candi d a tos 175 ,   tanto   a   n i v e l   de   inicio   y   conti nuidad   en   el   c o n s u m o ,  
como   en   c u a n t o   a   la   depe nden cia   a   la   nicotina.  El   a b u s o   del   alco hol   es   un   t r a s t o r n o   l i g a d o  
a   la   a d i c c i ó n   a   s u s t a n c i a s .   Se   conoce n   multi tud   d e   f a c t o r e s   gen ético   qu e   a u m e n t a n   el  
r i e s g o   de   u n   ind ividuo   a   p a d e c e r   a lc o h o l i s m o 176,177 .   Existe n   c a s o s   en   lo s   que   s e  
c o r r e l a c i o n a n   l o s   d a t o s   genéti cos   del   a b u s o   del   a l c o h o l   c o n   el   c o n s u m o   de   ta baco   y a   que  
m u c h o s   de   l o s   genes   i m p l i ca d o s   en   la   a d i c c i ó n   a l   tab a co   también   e s t á n   i m p l i ca do s   en   el  
a b u s o  del  a l c o h o l 178 .  
En   n ue s tr o   estudio   o b s e r v a m o s   a s o c i a c i ó n   del   a l e l o  A  del   p o l i m o r f i s m o   c.366G>A  
( p.S122S)   c o n   la   suscepti bilidad   a   s e r   f u m a d o r .  Esta     a s o c i a c i ó n   del   p o l i m o r f i s m o   c o n   la  
depen den cia   a l   tabaco   s e   o b s e r v a   en   l o s   f u m a d o r e s   de   m a y o r   edad,   lo   que   h a ce   p e n s a r  
que   a q u e l l o s   f u m a d o r e s   q ue   p o s e e n   el   a l e l o  A  tien e n   m a y o r   d i f i c u l t a d   a   d e j a r   de   f u m a r ,  
p o r   lo   que   siguen   siendo   f uma do r es   a   edades   muy   a l t a s .  Sin   e m b a r g o ,   esta   as o c i a c i ó n   no  
está   r e l a c i o n a d a   c o n   e l   co nsumo   de   n i c o t i n a   d i a r i o .  La   r e l a c i ó n   e ntr e   es te   p o l i m o r f i s m o   y   
la   a d i c c i ó n   p a r e ce   s e r   específi ca   de   la   nicotina,   p o r q u e   no   la   h e m o s   e n c o n t r a d o   en  
i n d i v i d u o s   c o n  a d i c c i ó n  a l   a l c o h o l .  
La   p o s i b l e   r el a c i ó n   del   ge n   CHN2  c o n   la   capacidad   de   d e j a r   de   f u m a r   de   un  
f u m a d o r ,   y a   h a b í a   s i d o   insinuada   prev iamente   en   un   e s t u d i o   d e   GWAS   ( Genome‐wide 
Association Study )   que   o b s e r v a b a   a so c i a c i ó n   de   cier tos   p o l i m o r f i s m o s   del   gen  CHN2  c o n  
la   capaci dad   de   d e j a r   de   f u m a r   de   lo s   i n d i v i d u o s   e s t u d i a d o s 167 .   P o r   o t r a   p a r te   s e   ha  
o b s e r v a d o   una   d i s m i n u c i ó n   en   l o s   n i v e l e s   de   β‐ q u i m e r i n a   e n   l a s   células   t r a t a d a s   c o n  
nicotina 166 .  
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1.  El   g e n  CHN2   no   prese nta   muta ciones   p a togénicas   q ue   p ue da n   a s o c i a r s e   c o n  
la   p r o g r e s i ó n   del   cánc er   en   l o s   tres   t i p o s   de   tumores   e s t u d i a d o s:  Tumores   de  
m a m a ,  g l i o b l a s t o m a s  y  s í n d r o m e  m i e l o d i s p l á s i c o .  
 
2.  Los   p o l i m o r fis m o s   e s t u d i a d o s   del   gen   CHN2  no   e s t á n   a s o c i a d o s   c o n   la  
p r e d i s p o s i c i ó n   a   d e s a r r o lla r   cáncer   d e   m a m a ,   g l i o b l a s t o m a s   y   s í n d r o m e  
m i e l o d i s p l á s i c o .  
 
3 .  El   p o l i m o r f i s m o   c . 3 6 6   G>A   ( p .S122S)   e s tá   a s o c i a d o   c o n   la   adicci ón   a l   t a b a c o ,  
concre tamen te   c o n   la   p r o l o n g a c i ó n   de   la   a d i c c i ó n   e n   i n d i v i d u o s   m a y o r e s   de  
6 5  a ñ o s ;  m i e nt r a s  que  no   s e  e n c u e n t r a   a s o c i a c i ó n  co n  la  a d i c c i ó n   a l  a l c o h o l .  
 
4 .  El   gen   CHN2  g e n e r a ,   p o r   p r o c e s a m i e n t o   a l t e r n a t i v o   de   s u   RNA,   h a s t a   17  
i s o f o r m a s   t r u n c a d a s ,   a d e m á s   de   l a s   d o s   i s o fo r m a s   que   s e   p r o d u ce n   p o r   ini cio  
a l t e r n a t i v o   de   la   t r a n s c r i p c i ó n .   La   g e n e r a c i ó n   de   i s o f o r ma s   truncada s  
a b e r r a n t e s   p ue de   s e r   u n a   de   l a s   a l t e r a c i o n e s   s u f r i d a s   en   este   gen   en   el  
p r o c e s o  tu m o ral.  
 
5 .  El   prim er   p r o mo t o r   del   ge n  CHN2  es   s u s c e p t i b l e   a   m e t i l a c i ó n ,   aun que   no   s e  
puede   c o n f i r m a r   que   la   hi perme tilació n   de   s u   i s l a  CpG   q ue   s e a   l a   c a u s a   de   la  
d i s m i n u c i ó n   de   la   e xpr es i ó n   o   del   s i l e n c i a m i e n t o   de   la   e x p r e s i ó n ,   a l   m e n o s   en  
l a s  m u e s t r a s   t u m o r a l e s  e s t u d i a d a s .    
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